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Insektizide Toxine, Gene, die diese Toxine kodleren, Antikorper, die sie binden, sowie transgene 
Pflanzenzellen und transgene Pflanzen, die diese Toxine exprimieren 

Diese Erfindung betrifft transgene Pflanzen, Pflanzenzellen und Mikroorganismen, die unter Einsatz der 
rekombinanten DNA-Techniken so transformiert sind, dass sie selektiv auf Insekten wirkende Toxine aus 
giftigen Tieren, vorteilhafterweise aus Vertretern des Stammes Arthropoda t insbesondere aus Vertretern 
der Kfasse Arachnida (Spinnentiere), vor allem aus Vertretern der Ordnung Scorpiones, sowie insbesonde- 

5 re aus Vertretern der Klasse Chilopoda (HundertfUssler) synthetisieren konnen. Die Erfindung betrifft ferner 
Gene, die besagte Toxine kodieren, und den Einsatz dieser Gene, urn Pflanzen eine genetisch vermittelte 
Resistenz gegenuber Insekten zu verleihen und urn phytopathogene Insekten zu bekampfen. Die Erfindung 
betrifft auch ein Toxin aus dem Gift des Skorpions Leiurus quinquestriatus hebraeus. Die Erfindung 
betrifft weiterhin Antikorper gegen besagte Toxine und insektizide Mittel, die besagte Toxine enthalten. 

10 Tierische Gifte sind Mischungen von Stoffen, die in speziellen Driisen im Korper des giftigen Tieres 
gebildet werden. Das Gift wird in das Beutetier Oder in den Widersacher mit Hiife eines stechend- 
bohrenden Apparates eingebracht, urn es/ihn zu lahmen und/oder zu toten. Skorpione enthalten in ihrem 
Gift eine Reihe von Proteinen bzw. Neurotoxinen, die giftig sind und auf das Nervensystem einwirken. Die 
einzelnen Neurotoxine unterscheiden sich in ihrer Wirksamkeit gegenuber verschiedenartigen Tierspezies. 

75 Die Gifte von Skorpionen, die zur Unterfamilie Buthinae gehoren. enthalten drei Hauptgruppen von 
Polypeptid-Neurotoxinen, die die axonale Membranleitfahigkeit fur Natrium verandern. Die erste Gruppe von 
Neurotoxinen wird von den a-Toxinen gebildet, die spezifisch SMugetiere durch eine extreme Verlangerung 
des Aktionspotentials beeintrachtigen, was auf eine Verlangsamung oder Blockierung des Natrium-Kanais 
bei der Aktivierung zuruckzufuhren ist (Catterall, 1984, Rochat et al., 1979). Die o-Toxine AaH1 und AaH2 

20 sind im Gift des Skorpions Androctonus australis Hector [aus dem das erste erregende, auf Insekten 
wirkende Toxin AalT isoliert wurde (Zlotkin et al., 1971a)] enthalten. Diese o-Toxine zeigen auf 
Schmeissfliegen-Larven keine Wirkung (Zlotkin et al., 1971c). Die zweite Gruppe von Neurotoxinen wird von 
den hemmenden, selektiv auf Insekten wirkenden Toxinen gebildet, die eine sich progressiv entwickelnde 
schlaffe Lahmung von insekten bewirken, indern sie durch die Unterdruckung des Natrtum-Stroms die 

2$ Aktionspotentiale wesentlich blockieren (Lester et al., 1982, Zlotkin et al., 1985). Die dritte Gruppe von 
Neurotoxinen wird von den erregenden, selektiv auf Insekten wirkenden Toxinen gebildet, die eine sofortige 
(knock down) spastische Lahmung von Insekten bewirken, indern sie durch eine Zunahme des Natrium- 
Spitzenstroms und die Spannungsabhangige Verlangsamung seiner Inaktivierung wiederholtes Feuern in 
den motorischen Nerven der Insekten induzieren (Walther et al., 1976, Pelhate und Zlotkin, 1981). 

30 Der Nachweis und die Uberwachung der aus Skorpiongift stammenden, auf insekten wirkenden Toxine 
wahrend ihrer Isofierung wird vorteilhafterweise mit Hilfe typischer Reaktionen von Sarcophaga* Larven 
durchgefuhrt, die sich in der sofortigen und voriibergehenden KontraktionslShmung durch die erregenden 
Toxine und in der sich progressiv entwickelnden Erschlaffung durch die hemmenden Toxine zeigt (Zlotkin 
et al., 1971b. Lester et al.. 1982). Trotz der gegensatzlichen Symptomatologie, die durch die obigen 

35 hemmenden und erregenden, auf Insekten wirkenden Toxine induziert wird, betreffen beide Gruppen 
ausschliesslich die Membranleitfahigkeit fUr Natrium und teilen sich beide dieselbe Bindungsstelle in den 
Membranen der Insektenneurone (Zlotkin et al., 1985, Gordon et al., 1984). 

Selektiv auf Insekten wirkende Toxine sind auch in den Giften einer Reihe anderer Arthropoden 
vorhanden (Zlotkin, 1985). Die Gifte von Schlupfwespen sind hochtoxisch fur Schmetterlingslarven. Das Gift 

40 der Schlupfwespe Bracon hebetor verursacht eine erschlaffende Lahmung in Schmetterlingslarven, indern 
an der neuromuskularen Endplatte der Insekten ein prasynaptischer Bruch der erregenden glutaminergen 
Ubertragung induziert wird (Piek et al.. 1982). Die Gifte von Solitarwespen wirken auf eine grosse Zahl von 
Insekten und Spinnen verschiedener Ordnungen (Rathmeyer, 1962). Ein Beispiel fur diese Gifte ist das Gift 
von Philanthus triangulum, das in Insekten eine erschlaffende Lahmung verursacht, die im wesentlichen 

45 auf die prasynaptische Blockade der neuromuskularen Ubertragung zuruckzufuhren ist; dieses Gift beein- 
trachtigt sowohl die erregende als auch die hemmende Ubertragung (May und Piek, 1979). Das Gift der 
Spinne Schwarze Witwe, Latrodectus mactans t enthalt Bestandteile, die fur Insekten, nicht jedoch fur 
Saugetiere neurotoxisch sind, und andere, die spezifisch Crustaceen beeintrachtigen (Fritz et al., 1980, 
Ornberg et al., 1976). 

so Gifte von Hundertfusslern der Gattung Scotopendra werden von Jangi (1984) beschrieben. Da die 
HundertfUssler der Gattung Scolopendra eine geringe. Bedeutung fur die Volksgesundheit haben, sind ihre 
Gifte bisher jedoch nicht ausfuhrlich untersucht und charakterisiert worden. 

Es ist ein Anliegen der vorliegenden Erfindung, transgene Pflanzen, die eine genetisch vermittelte 
Resistenz gegenuber Insekten haben, dadurch herzustellen, dass Gene eingefuhrt werden, die die Produk- 
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tton von selektiv auf Insekten wirkenden Toxinen durch die pflanzlichen Gewebe induzieren. Es ist weiterhin 
ein Anliegen der vorliegenden Erfindung, tierische Gifte und insbesondere die darin enthaltenen Toxine in 
einer Form zu erhalten, die im wesentlichen frei von naturlichen Verunreinigungen ist. Derartig gereinigte 
Toxine sind wertvoli als Insektizide. 

s Die vorliegende Erfindung betrifft selektiv gegen Insekten wirkende Toxine aus giftigen Tieren, vorteil- 
hafterweis aus Vertretern des Stammes Arthropoda, insbesondere aus Vertretern der Klasse Arachnida • 
(Spinnentiere), vor allem aus Vertretern der Ordnung Scorpiones. sowie insbesondere aus Vertretern der 
Klasse Chilopoda (Hundertfussler), insbesondere das aus dem Gift eines gelben Skorpions L quinquestria- 
tus hebraeus, Buthinae, Buthidae, isotierte Toxin LqhP35, sowie Gene, die diese Toxine kodieren. 

w Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Hersteilung von transgenen Pflanzen, deren Resistenz 
gegenuber Insekten darauf beruht, dass Gene in das Pflanzengenom eingefuhrt werden, die die Produktion 
von selektiv auf Insekten wirkenden Toxinen durch die pflanzlichen Gewebe induzieren. Die Erfindung 
betrifft ferner rekombinante DNA-MolekOle, die eine Gen-Sequenz umfassen, die ein selektiv gegen 
Insekten wirkendes Toxin kodiert, und gegen insekten tolerante bzw. fUr Insekten toxische, transformierte 

is Pflanzenzellen und daraus resultierende transformierte Pflanzen. Erfindungsgemass werden Pflanzenzellen 
mit besagten Genen transformiert, was den Zellen als Folge der Expression oder Oberexpression die 
Toleranz bzw. Toxizitat gegenUber Insekten verleiht. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch Pflanzen, die aus den transformierten Pflanzenzellen regeneriert 
werden, und deren Saatgut. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Nachkommen von Pflanzen, die 

20 aus den transformierten Pflanzenzellen regeneriert werden, einschliesslich Mutanten und Variantennachkom- 
menschaft, sofern diese insektizide bzw. Insekten-tolerierende Eigenschaften aufweisen. 

Die vorliegende .Erfindung umfasst demzufolge auch ein Verfahren zum Schutz von Pflanzen oder 
Pflanzenteilen vor Insektenschadlihgen. das darauf beruht, dass der Pflanze oder dem Pflanzenteii, die/das 
geschutzt werden soil, eine insektizid wirksame Menge eines oder mehrerer Toxine veriiehen wird, von 

25 denen wenigstens eines aus einem Arthropodengift. beispielsweise dem Skorpiongift stammt. 

Dieses Verfahren ist auf den Schutz von Pflanzen oder Pflanzenteilen anwendbar, einschliesslich 
Saatgut von denjenigen Pflanzen. die von Insekten bedroht sind. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch chimare genetische Konstrukte, die das besagte Gen enthalten, 
Klonierungsvektoren und -wirte sowie Verfahren, die Pflanzen eine Toleranz gegenOber Insekten verleihen. 

30 Diese Erfindung betrifft auch die Verwendung dieser Toxine als Insektizide. Andere, beispielsweise aus 
dem Gift des SkorpionsScorp/o maurus patmatus (Familie Chactidae) isolierte Toxine konnen ebenfalis 
erfindungsgemass verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft auch Antikorper, die diese Toxine binden konnen. 

35 

Abbildungen 

Fig. 1: Konstruktion von pRK252/Tn903/Bg1ll 
Fig. 2: Konstruktion von pClB5 
40 Fig. 3 und 4: Konstruktion von pCIB4 

Fig. 5: Konstruktion von pCIB2 

Fig. 6: Konstruktion von pCIBIO, einem Plasmid mit breitem Wirtsbereich, das T-DNA-Grenzsequen- 
zen und ein Gen zur Pflanzenselektion enthait 

Fig. 7: Aminosaurensequenzen verschiedener Skorpiontoxine, die wie in Beispiel 10 beschrieben 

45 erhalten werden. LqhlT2 ist das representative Toxin in Beispiel 10. LqqlT2 ist ein hemmendes Toxin fur 
Insekten aus L quinquestriatus quinquestriatus, dessen Reinigung in Zlotkin et al. (1985) beschrieben ist. 
BjlT2 ist ein hemmendes Toxin fur Insekten aus Buthotus judaicu$, dessen Reinigung in Lester et al. 
(1982) beschrieben ist. LqhP35 wird hierin beschrieben und ist ein Zwischentoxin, das die Natrium-Kanale 
von Insekten in einer Weise beeintrachtigt, die sehr derjenigen ahnelt, die die cr-Toxine auf Natrium-Kanale 

so der Saugetiere haben. Die smp-Toxine werden aus dem Gift des Skorpions Scorpio maurus patmatus • 
(Familie Chactidae) gewonnen. SmplT2 ist ein auf Insekten wirkendes Toxin, dessen Reinigung in 
Lazarovici et al. (1982) beschrieben ist. SmpCT2 und SmpCT3 sind gegen Crustaceen wirkende Toxine, 
deren Reinigung in Lazarovici et ai. (1984) beschrieben ist. Die Reinigung von SmpMT, eines gegen 
Saugetiere wirkenden Toxins, wird in Lazarovici und Zlotkin (1982) beschrieben. 

55 Fig. 8: Synthese und Sequenz des Gens fur AalT. Sequenz 1a zeigt die Sequenz des kodierenden 

Strangs. Sequenz 1b zeigt die Sequenz des komplementaren Strangs. Sequenz 1c zeigt die Sequenz der 
synthetisierten Fragmente. Sequenz 1d zeigt die Sequenz des endgultigen Gens. 

Fig. 9: Sequenz des Gens, das das gegen Insekten wirkende Toxin LqhlT2 kodiert (in den Beispielen 
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a(s "Sequenz 2" bezeichnet). 
AbkOrzungen 

s Aa!T Gegen Insekten wirkendes Toxin von Androctonus australis 

LqhP35 Lqh bezeichnet den Skorpion, P steht fur Paralyse und 35 entspricht der Elutionsdauer auf der 
HPLC Saule 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

MG Molekulargewicht 
10 SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese 

PU Lahmende Einheit (Paralytic Unit) 

3,4-DAP 3,4-Diaminopyridin 

LD Lethal© Dosis 

pi Isoelektrischer Punkt 
75 Bp Basenpaare 

CaMV Cauliflower Mosaic Virus 

Asp-N Pseudomonas tragi End o proteinase Asp-N 

Lys-C Lysin-Endopeptidase 

Glu-C Staphylococcus aureus Protease V8 
20 RSA Rinderserumalbumin 

TTX Tetrodotoxin 

PEG Polyethylenglykol 

Tris-HCi Tris(hydroxymethyl)methylaminhydrochlorid 

EDTA Ethy lendiam in- N.N.n' , N'-tetraessigsa ure 
25 TFA Trifluoressigsaure 

4-AP 4-Aminopyridin 

NPT Neomycin-phosphotransferase 

STX Saxitoxin 

w/v GewichWolumen 
30 TEA Tetraethylammoniumchlorid 

ATCC American Type Culture Collection, Rockville, Maryland 

D Dalton 

I. Aus tierischen Giften stammende, selektiv gegen Insekten wirkende Toxine 

35 

Die Gene verschiedener Toxine konnen zur erfindungsgemassen Transformation von Pflanzen benutzt 
werden, urn sie tolerant gegenuber Insekten zu machen. 

Die Aminosaurensequenz eines gegen Insekten wirkenden Toxins, eines erregenden Toxins aus 
Androctonus australis (AalT) wurde zum ersten Mai von Darbon et al. (1982) bestimmt und veroffentlicht. 
ao Die Aminosaurensequenz dieses Neurotoxins ist wie folgt: 

KKNGYAVDSS GKAPECLLSN YCNNQCTKVH YADKGYCCLL SCYCFGLNDD KKVLEISDTR KSYCDTTIIN. 

LqqlT2 ist ein Insekten hemmendes Toxin aus L quinquestriatus quinquestriatus (Zlotkin et al., 1985) 
mit nachfolgender Aminosaurensequenz: 

DGYIRKRDGC KLSCLFGNEG CNKECKSYGG SYGYCWTWGL ACWCEGLPDE KTWKSETNTC G. 

45 BjlT2 ist ein Insekten hemmendes Toxin aus Buthotus judaicus (Lester et al., 1982). BjlT2 existiert in 
zwei Isoformen. die sich in der Aminosaurensequenz in Position 15 unterscheiden. Form 1 enthalt in dieser 
Position Isoleucin, wahrend Form 2 Valin enthalt. Die Aminosaurensequenz dieses Neurotoxins ist wie folgt: 
DGYIRKKDGC KVSC(V/I)IIGNEG CRKECVAHGG SFGYCWTWGL ACWCENLPDA VTWKSSTNTC G 

LqhlT2 ist ein Insekten hemmendes Toxin aus L quinquestriatus hebraeus, das uber Reverse Phase 

so HPLC gereinigt wird. Die Aminosaurensequenz dieses Neurotoxins ist wie folgt: 

DGYIKRRDGC KVACLIGNEG CDKECKAYGG SYGYCWTWGL ACWCEGLPDD KTWKSETNTC G 

SmplT2 t aus dem Skorpion Scorpio maurus paimatus (Familie Chactidae), ist ein hemmendes gegen 
Insekten wirkendes Toxin (Lazarovici et al., 1982) mit folgender Aminosaurensequenz: 
ALPLSGEYEP CVRPRKCKPG LVCNKQQICV DPK 

55 Ein neues, erfindungsgemass einsetzbares Toxin ist LqhP35, das die verzogerte und anhaltende 
Kontraktionslahmung von Schmeissfliegen-Larven induziert. Es beeintrachtigt die Natrium-Kanale von Insek- 
ten in einer Weise," die sehr derjenigen ahnelt, diQ die a-Toxine auf Natrium-Kanale der Saugetiere haben. 
Dieses Neurotoxin stammt aus einem gelben Skorpion, L quinquestriatus hebraeus, Buthinae, Buthidae t 
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und weist folgende Aminosaurensequenz auf: 

VRDAYiAKNY NCVYECFRDA YCNELCTKNG ASSGYCQWAG KYGNACWCYA LPDNVPIRVP GKCR 

Verglichen mit den erregenden und hemmenden, auf lnsekten wirkenden Toxinen, die aus den Giften 
der Bur/j/nae-Skorpione stammen, (a) induziert dieses Toxin eine unterschiedliche Symptomatologie in der 

5 Schmeissfliegen-Larve (PU: 14 ng/100 mg KG), (b) ist dieses Toxin unfahig, das markierte erregende auf 
lnsekten wirkende 125 1 AalT von seinen Bindungsstellen an der neuronalen Mernbran von lnsekten zu 
verdrangen, (c) ist dieses Toxin ebenfalls sehr wirksam gegen Crustaceen (20 ng/100 mg KG), jedoch sehr 
schwach toxisch fur Mause (100 ng/20 g KG) und (d) induziert dieses Toxin einen vollig anderen Effekt auf 
die Natrium-Leitfahigkeit in einem Axon-Praparat eines insekts. 

70 S. falculata Schmeissfliegen-Larven konnen auf Grund der Anordnung ihrer Skelettmuskeln in Segmen- 
ted der weichen und flexiblen Kutikula und der konstanten Beweglichkeit einfache Verhaltensreaktionen auf 
verschiedene Neurotoxine zeigen. Mit Hilfe derartiger Verhaltensreaktionen ist eine klare Unterscheidung 
zwischen den erregenden und hemmenden, auf lnsekten wirkenden Toxinen, die aus den Giften der 
fii/f/i/nae-Skorpionen stammen, moglich (Zlotkin, 1986). 

75 Trotz seiner extrem niedrigen Toxizitat gegenuber Saugetieren zeigt das LqhP35-Toxin eine starke 
funktionelle und strukturelle Ahnlichkeit mit den a-Toxinen, die Saugetiere betreffen und aus den Giften von 
Buf/?/nae-Skorpionen stammen und die sich an die Spannungs-abhangigen oder Tor-Strukturen der 
Natrium-Kanale in Wirbeltieren binden und sie sondieren (Catterall, 1984): 

(a) es bewirkt eine extreme Verlangerung der Aktionspotentiale in einem Praparat eines Insektena- 
20 xons (etwa zwei Grossenordnungen niedrigere Konzentration als beim wirkungsvollen, gegen Saugetiere 

wirkenden a-Toxin AaH2) und einer isolierten Sketettmuskelfaser der Ratte (wenigstens eine Grossenord- 
nung hohere Konzentration als beim AaH2-Toxin), zurQckzufuhren auf die Verlangsamung des Inaktivie- 
rungsprozesses des Natrium-Kanals. 

(b) es weist eine Obereinstimmung mit den oben genannten. Saugetiere betreffenden a-Toxinen in 
25 der Aminosaurensequenz von etwa 75 % auf. 

Das LqhP35-Toxin zeigt in seinem Molekulargewicht, seiner Basizitat und seiner Aminosaurenzusam- 
mensetzung die typischen physikochemischen Eigenschaften von Polypeptidneurotoxinen aus Skorpionen- 
gift (Possani, 1984). Seine Pharmakoiogie zeigt jedoch bestimmte einzigartige Eigenschaften. Die Untersu- 
chung der pharmakologischen Bedeutung des LqhP35-Toxins erfordert eine kurze Betrachtung der Skor- 

30 piontoxine, die Wirbeltiere betreffen, die sogenannten gegen Saugetiere wirksamen Toxine. Diese Toxine 
spielen eine wesentliche Rolle in der pharmakologischen und chemischen Charakterisierung der Na - 
Kanale in erregbaren Geweben von Saugetieren (Catterall, 1984) und werden gewohnlicherweise in zwei 
Kategorien eingeteilt: Die a-Toxine wie AaH2 oder LqqV betreffen die Natrium-lnaktivierung, besitzen eine 
Spannungs-abhangige Bindungsfahigkeit und positive Kooperativitat mit lipidloslichen Alkaloiden wie Ver- 

35 atridin (Catterall, 1984, Zlotkin et al., 1985). 

Die aus den Giften von Centruroides und Tityus (Skorpione) abstammenden 0-Toxine betreffen die 
Natrium-Aktiviervng, besitzen mogliche unabhangige Bindungsstellen, die von denen der a-Toxine verschie- 
den sind und nicht synergistisch mit Veratridin reagieren (Couraud et al., 1982, Couraud und Jover, 1984). 
Die Wechselwirkungen der gegen lnsekten wirksamen erregenden Toxine (reprSsentiert durch AalT) mit 

40 den neuronalen Membranen der lnsekten ahneln stark dem Effekt der jS-Toxine in den neuronalen 
Systemen der Saugetiere, der sich in der Induktion wiederholten Feuerns (Pelhate und Zlotkin, 1981) und 
der Spannungs-unabhangigen Bindung (Gordon et al., 1984) zeigt Vor diesem Hintergrund stellt sich 
heraus, dass das LqhP35-Toxin eine offensichtlich a-Toxin-ahnliche Wirkung auf die neuronale Insekten- 
Membran hat. 

45 Die Ahnlichkeit zwischen LqhP35 und den a-Toxinen der Skorpiongifte hat zwei hauptsachliche 
Auswirkungen - eine elektrophysiologische und eine strukturelle. LqhP35 indu ziert in zwei verschiedenen 
erregbaren Gewebepraparaten den "klassischen" Effekt auf die Natrium-lnaktivierung, die vorher fur die 
eafft/nae-Skorpiongifte und deren abgeleitete. gegen Wirbeltiere aktiven Toxine gezeigt wurde (Catterall, 
1980). Die zweite Ahnlichkeit mit den a-Toxinen zeigt sich in der Primarstruktur von LqhP35. Dte 

50 Aminosaurensequenz von LqhP35 stimmt in etwa 75 % mit den a-Toxinen, aber nur in 17 % mit dern 
erregenden, gegen lnsekten wirksamen Toxin Gberein. Mit anderen Worten ist die Ahnlichkeit zwischen 
dern LqhP35-Toxin und den a-Toxinen so gross wie die zwischen den a-Toxinen untereinander. 

Obwohl das LqhP35-Toxin eine grosse strukturelle und pharmakologische Ahnlichkeit mit den a-Toxinen 
hat, zeigt sich fUr das LqhP35-Toxin eine sehr niedrige Toxizitat gegenuber Saugetieren, im Gegensatz zu 

55 seiner relativ hohen Toxizitat gegenOber lnsekten. Die typischen a-Toxine AaH1 und 2 und das ^-Toxin 
Css2 sind inaktiv gegen Sarcoprtaga-Larven und zeigen keine spezifische Bindung an Neuronenpraparate 
von lnsekten (Zlotkin et al., 1971c. Gordon et al., 1984). 

Die starke Toxizitat des vorliegenden LqhP35 gegenUber Arthropoden verdient Beachtung, weil derarti- 
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ge Substanzen als Modetle fOr der Aufklarung der Tiergruppenspezifitat von Toxinen aus Skorpiongiften 
dienen konnen. Das Anliegen der vorliegenden Erfindung ist jedoch auch der pharmakologische Wert der or- 
Toxine in den Untersuchungen der Eigenschaften und der Funktion der Natrium-Kanale von Wlrbeitieren 
(Catterali, 1980 und 1984). Diese Toxine konnen als Marker und Sonden der Spannungs-stimulierten 
5 Konformationsanderungen dienen, di mit dem Mechanismus des Kanaloffnens verbunden sind (Catterali, 
1984). Die starke Toxizitat von LqhP35 gegenuber Insekten, gekoppelt mit dessen starker Wirkung auf die 
Natrium-Inaktivierung in einem Insektenaxon ist ein bedeutendes pharmakologisches Werkzeug fur das 
Studium der Natrium-Leitfahigkeit im Zusammenhang mit der neuronalen Erregbarkeit von Insekten. 

Das LqhP35-Neurotoxin kann wie oben angegeben als eine Sonde oder als ein Marker der Spannungs- 
70 stimulierten Konformationsanderung, die mit dem Mechanismus des Kanaloffnens in Zusammenhang steht, 
in den Untersuchungen der Natrium-Leitfahigkeit benutzt werden, die mit der Erregbarkeit von Insektenneu- 
ronen verbunden ist. Zusatzlich kann das LqhP35-Toxin ais Insektizid erfindungsgemass in der Bekampfung 
von Insektenschadlingen eingesetzt werden. 

Das Gift der HundertfOssler Scolopendra canidens und S. cinqutata hat eine geringe Toxizitat 
75 gegenuber Mausen, aber einen raschen und wirksamen Effekt gegenuber Insekten. 

Insbesonders hat das Gift von S. canidens aus der Umgebung des Toten Meeres in einer Dosis von 1 
mg/10 g KG keine Toxizitat fur Mause, ist aber sehr wirksam gegenuber Insekten. Die Toxine von 
Hundertfusslern konnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung benutzt werden. 

Hundertfussler der Gattung Scolopendra greifen ihre Insektenbeutetiere (beispielsweise Heuschrecken, 
20 Fliegen usw.) an, indem sie sowohl mechanische als auch chemische Mittel verwenden. Zuerst wird das 
Insektenbeutetier durch die teste Umklammerung des Insekts durch die kraftvollen Beine des Hundertfuss- 
lers eingefangen. Nachdem das Insektenbeutetier immobilisiert worden ist, injiziert der Hundertfussler sein 
Gift in das Insekt. Die Injektion des Gifts induziert eine rasche Lahmung der Beute. Der Hundertfussler ist 
resistent gegen sein eigenes Gift und gegen das Gift anderer HundertfQssler derselben Art. Er kann einer 
25 Giftdosis widerstehen, die ausreichend ist, wenigstens 150 Heuschrecken desselben Gewichtes zu lahmen. 

Im Feld gesammelte Hundertfussler konnen fur lange Zeit (etwa 1 Jahr) im Labor gehalten werden. Die 
Hundertfussler werden vorzugsweise in Behaltern gehalten, die ein Feuchtigkeit absorbierendes Substrat 
und eine Wasserversorgung enthalten. Einmal alle zwei Wochen werden die Hundertfussler mit lebenden 
Insekten gefuttert. 

30 Das Gift der Hundertfussler der Gattung Scolopendra kann vorzugsweise fur Forschungs-oder andere 
Zwecke gewonnen werden, indern die Giftdrusen des Tieres "gemotken" werden. Das Giftmelken wird 
vorzugsweise durchgefuhrt, indem die Basis der GifTzahne" elektrisch stimuliert wird. Das ausgepresste 
Gift wird vorzugsweise in Kapillarrohrchen aus Plastik gesammelt, die fest an den Spitzen der GifTzahne" 
befestigt wurden. 

35 Das durch derartiges Melken erhaltene Giftvolumen hangt von der Grosse des Hundertfiisslers ab, 
reicht aber allgemein von etwa 0,25 bis etwa 5 ul. Das Trockengewicht des Giftes entspricht etwa 25 %. 
Etwa 70 % des Trockengewichtes des Giftes ist Protein. Die Toxizitat des Giftes in Losung halt wenigstens 
funf Tage bei Raumtemperatur an und sie ist resistent gegen Uber Lyophilisierung. 

Gift wird vorzugsweise von jeder geeigneten Hundertfussler- Art gewonnen. Vorzugsweise wird Gift von 

ao S. canidens oder S. cingulata gewonnen. S. canidens und besonders S. canidens aus der Umgebung des 
Toten Meeres sind besonders bevorzugt. Die Erfindung kann jedoch auch mit anderen S. canidens oder 
mit anderen HundertfUsslern der Gattung Scolopendra durchgefOhrt werden. Aquivalente HundertfUssler- 
Gattungen und -Arten konnen ebenfalls erfindungsgemass verwendet werden. Heuschrecken konnen durch 
Gtftkonzentrationen von 0,25 bis 6,5 ug Gift/g KG gelahmt werden. Das Gift von S. canidens (Totes Meer) 

45 ist das wirkungsvollste gegen Insekten und hat keinen Effekt gegenOber Mausen. 

Die Toxizitat das HundertfOssler-Giftes wird durch proteolytische Enzyme zerstort, was nahelegt, dass . 
die aktive Komponente des Giftes der Proteinbestandteil ist. Auftrennungen von Hundertf ussier-Gift uber 
eine Molekularsiebsaule in einem HPLC-System zeigen das Vorkommen aktiver Komponenten im MG- 
Bereich von 10 bis 130 kD an. 

so Es ist moglich, das erfindungsgemasse, von Hundertfusslern gewinnbare selektiv auf Insekten wirkende 
Toxin zu reinigen, indem Mittel wir HPLC, Molekularsieb-Chromatographie, Elektrophorese usw. angewendet 
werden. Beispielsweise kann das Toxin uber HPLC aufgetrennt werden und die isolierten Fraktionen kdnnen 
auf ihre Kapazitat getestet werden, Insekten zu hemmen oder zu toten. Fraktionen mit einer derartigen 
insektiziden Aktivitat konnen gegebenenfalls einer weiteren Reinigung unterworfen werden, bis eine Toxin- 

55 Probe im wesentlichen von ihren natUrlichen Verunreinigungen befreit ist. Chromatographie-Techniken sind 
in der Fachwelt wohlbekannt und konnen vom Fachmann fUr erfindungsgemassen Zwecke leicht adaptiert 
werden. 

Alternativ dazu konnen die Toxin-Molekule mit immunologischen Mitteln, insbesondere der 
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Immunaffinitats-Chromatographie gereinigt warden. 

Hier und im folgenden ist under dem Begriff "von Hundertfusslern gewinnbares, selektiv auf Insekten 
wirkendes Toxin" ein chemisches Toxin, das identisch oder im wesentlichen identisch ist mit der insektizi- 
den Komponente des Hundertfussler-Giftes zu verstehen. Das erfindungsgemasse "von Hundertfusslern 
s gewinnbare selektiv auf Insekten wirkende Toxin" kann entweder von einem Hundertfussler, durch Peptid- 
oder andere synthetische. Chemie oder durch die Anwendung molekularbiologischer Techniken gewonnen 
werden. Das Toxin wird als selektiv bezeichnet, wenn es fahig ist, ein insekt zu beeintrachtigen, auf ein 
Nicht-lnsekt jedoch keinen oder nur einen unwesentlichen Effekt hat. 
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II. Antikorper gegen Neurotoxine 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindurig sind Antikorper gegen die erfindungsgemassen 
Neurotoxine. im folgenden werden verschiedene Verfahren referiert. die dem Fachmann der Immunologic 

75 wohlvertraut sind. Standardarbeiten, die die allgemeinen Prinzipien der Immunologie darlegen, sind Klein 
(1982), Kennett et al. (1980), Campbell (1984) und Eisen (1980). 

Ein AntikSrper ist dann funktionsfahig, wenn er in der Lage ist t spezifisch mit einem Antigen zu 
reagieren und dadurch das Antigen an den Antikorper zu binden. Der Ausdruck "Epitop" bezieht sich auf 
den Teil eines Haptens, der von einem Antikorper erkannt und gebunden werden kann. Ein Antigen kann 

20 ein Epitop oder mehr als ein Epitop haben. Ein "Antigen" ist fahig. in einem Tier die Biidung eines 
Antikorpers zu induzieren, der ein Epitop dieses Antigens binden kann. Die spezifische Reaktion. auf die 
oben Bezug genommen wird, ist so zu verstehen. dass das Antigen in einer hochst selektiven Art und 
Weise mit dem entsprechenden Antikorper reagiert und nicht mit der Vielzahl von anderen Antikorpern, die 
von anderen Antigen hervorgerufen worden sein kdnnen. 

25 Die Begriffe "Antikorper" (Ab) und "monoklonaler Antikorper" (MAb) sind hier so zu verstehen, dass 
sowohl intakte Molekule als auch Fragmente davon (beispieisweise Fab-und F(ab ) 2 -Fragmente), die fahig 
sind, eine Antigen zu binden. inbegriffen sind. Fab- und F(ab' ) 2 -Fragmenten fehlt das Fc-Fragment intakter 
Antikorper, sie verschwinden rascher aus dem Biutkreislauf und sie konnten eine geringere unspezifische 
Gewebebindung aufweisen als ein intakter Antikorper (Wahl et al., 1983). 

30 Urn mit der Antikorper-Affinitats-Chromatographie ein selektiv auf Insekten wirkendes Toxin zu reinigen, 
ist es notwendig. einen Antikorper zu verwenden, der das Toxin binden kann. Vorzugsweise ist ein 
derartiger Antikorper ein monoklonaler Antikorper. 

Die erfindungsgemassen Antikorper konnen durch irgendeines einer Vielzahl von Verfahren hergestellt 
werden. Beispieisweise kdnnen Zellen, die das Neurotoxin oder ein Fragment davon exprimieren. einem 

35 Tier verabreicht werden, urn die Produktion von Seren zu induzieren, die polyklonale Antikorper. die zur 
Bindung des Neurotoxins fahig sind, enthalten. Vorteilhafterweise wird ein Neurotoxin hergestellt und 
gereinigt. urn es im wesentlichen frei von Kontaminationen zu erhalten. Ebenfalls vorteilhaft ist es. ein 
Neurotoxin-Fragment gemass den dem Fachmann bekannten Verfahren zu synthetisieren. 

Sowohl das gereinigte Fragment als auch das synthetisierte Fragment oder auch eine Kombination von 

40 gereinigtem naturlichen und synthetischem Fragment konnen in ein Tier eingebracht werden, urn polyklona- 
le Antiseren mit grosserer Spezifitat zu produzieren. 

Im bevorzugtesten erfindungsgemassen Verfahren sind die Antikorper monoklonale Antikorper. Derarti- 
ge monoklonale Antikorper konnen unter Anwendung der Hybridoma-Technik hergestellt werden (Kohler 
und Mitstein, 1975 und 1976, Kohler et al.. 1976, Hammerling et a!., 1981). Ganz allgemein gesehen 

45 beinhalten solche Verfahren, ein Tier mit einem Neurotoxin-Antigen zu immunisieren.Die Splenozyten 
solcher Tiere werden extrahiert und mit einer geeigneten Myeloma-Zellinie fusioniert. Jede geeignete 
Myeloma-Zellinie kann erfindungsgemass verwendet werden; es ist jedoch vorteilhaft. die Eltern- Myeloma- 
Zellinie (SP 2 0) zu verwenden, die von der ATCC bezogen werden kann. Nach der Fusion werden die 
resultierenden Hybridoma-Zellen in HAT-Medium kultiviert und anschliessend durch limitierende Verdun- 

so nung kloniert, wie von Wands und Zurawski (1981) beschrieben. Die durch eine derartige Selektion 
erhaltenen Hybridoma-Zellen werden anschliessend gepruft, urn solche Klone zu identifizieren. die Antikor- 
per sezernieren, die das Neurotoxin-Antigen binden konnen. 

Wenn die Toxinquelle unsauber ist, werden nur einige der Hybridoma-Zellen Antikorper bilden. die 
fahig sind. das Toxin zu binden (andere Hybridoma-Zellen werden Antikorper bilden. die fahig sind, die 

55 Verunreinigungen des Toxins zu binden). So kann es notig sein. unter den Hybridoma-Zellen nach 
denjenigen zu suchen, die fahig sind, einen Antikorper zu sezernieren, der fahig ist. das Toxin zu binden. 
Ein derartige Suche wird vorzugsweise durchgefuhrt, indem eine Probe des Toxins (oder Giftes) mit einem 
monoklonalen Antikorper inkubiert wird, der von jeder einer Gruppe bestimmter Hybridoma-Zellen sezer- 
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niert wird, und indem Hybridoma-Zellen identifiziert werden, die einen Antikorper sezernieren konnen, der 
fahig ist, die Fahigkeit des Giftes, ein Insekt zu lahmen, zu neutralisieren Oder abzuschwachen. Wenn eine 
derartige Hybridoma-Zeiie identifiziert worden ist, kann sie mit Hilfe von in der Fachwelt bekannten Mittetn 
vermehrt werden, um den Toxin-spezifischen monoklonalen Antikorper zu produzieren. 

s Nachdem ein Toxin-spezifischer monoklonaler Antikorper erhalten worden ist, kann er durch die 
Bindung an einen festen Trager immobilisiert werden und verwendet werden, das Toxin aus naturlichem 
Gift, oder aus anderen Quellen zu reinigung, indem Immunaffinitats-Chromatographie gemass dem Fach- 
mann bekannter Verfahren angewendet wird. Durch derartige Verfahren kann ein hoher Reinheitsgrad 
erhalten werden und dadurch ein Toxin, das im wesentlichen frei von naturlichen Verunreinigungen ist. Hier 

70 und im foigenden bedeutet der Ausdruck "im wesentlichen frei von naturlichen Verunreinigungen", dass das 
Toxin in einer Form vorliegt, die keine von den Stoffen enthalt, mit denen es naturlicher- und normalerweise 
assoziiert ist (beispielsweise andere Proteine, Lipids, Kohlenhydrate usw.). 

Wenn das Toxin gereinigt worden ist, dann es benutzt werden, um ein Tier (beispielsweise eine Maus 
oder ein Kaninchen) zu immunisieren, um die Produktion eines Toxin-spezifischen polyklonalen Antikorpers 

75 anzuregen. 

Somit betrifft die Erfindung auch derartige Toxin-spezifische mono- und polyklonale Antikorper. Ein 
weiterer erfindungsgemasser Aspekt betrifft Hybridoma-Zellen, die einen Toxin-spezifischen monoklonalen 
Antikorper produzieren konnen. 

Durch die Anwendung der oben beschriebenen Verfahren konnen zusatzliche Zellinien erhalten werden, 
20 die fahig sind, Antikorper zu produzieren, die Epitope des gewunschten selektiv auf Insekten wirkenden 
Toxins erkennen. Die Anwendung der oben beschriebenen Verfahren reicht aus, um die Gewinnung eines 
hochgereinigten Toxinpraparates zu gewahrleisten. 

Durch die Anwendung der oben beschriebenen Verfahren konnen zusatzliche Zellinien erhalten werden, 
die Antikorper produzieren, welche die Epitope des gewunschten, selektiv auf Insekten wirkenden Toxins 
25 erkennen. 



III. Gentechnik mit den selektiv auf Insekten wirkenden Toxinen 

30 Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Gen-Sequenzen, die die selektiv auf Insekten wirkenden 
Toxine kodieren, Expressionsvehikel, die diese Gen-Sequenzen enthalten, damit transformierte Wirtszellen, 
das Toxin, das durch die transformierte Wirtsexpression produziert wird, und die Verwendungen der 
rekombinanten Toxine. 

Es gibt zahlreiche Verfahren, die man benutzen kann, um die das Toxin kodierende Gensequenz zu 
35 klonieren. Eines von diesen Verfahren basiert darauf, dass eine shuttle vector-Bibliothek von cDNA- 
Einschuben (abgeleitet von einer ein Toxin exprimierenden Zelle) auf das Vorhandensein eines Einschubs 
analysiert wird, der die Toxin-Gensequenz enthalt. 

Bei dieser Vorgehensweise werden Zellen mit dem Vektor transfiziert und anschliessend auf die Toxin- 
Expression hin untersucht. 

40 Zur Klonierung der Toxin-Gensequenz lasst sich auch die Aminosaurensequenz des Toxin-Molekuls 
bestimmen. Dazu wird das Toxin-Protein gereinigt (wie oben beschrieben) und analysiert, um die Amino- 
saurensequenz des Toxin-Proteins zu bestimmen, wobei jede Sequenzanalyse verwendbar ist, insbesonde- 
re der Edman-Abbau, ganz besonders bevorzugt ist jedoch der Einsatz automatischer Sequenzierapparate. 
Die Sequenz der einzelnen Aminosaurebestandteile wird hier durch den Gebrauch ihrer gemeinhin 

45 verwendeten Ein-Buchstaben-Bezeichnungen beschrieben. Eine Auflistung dieser Ein-Buchstaben- und der 
Drei-Buchstaben-Bezeichnungen ist in Lehrbuchern wie von Lehninger (1975) nachzulesen. Bei horizontaler 
Schreibweise der Aminosaurensequenz steht das Aminoende links und das Carboxylende rechts, 

Ist die Aminosaurensequenz bekannt, so lassen sich daraus DNA-Sequenzen ableiten, die fahig sind, 
das gewunschte Protein zu kodieren. Ein solches Gen kann dann kloniert werden. Da der genetische Kode 

so degeneriert ist, gibt es bekanntlich mehr als ein Codon, das eine bestimmte Aminosa'ure kodiert (Watson, 
1977). 

Obwohl es moglich ist, die gesamte Aminosaurensequenz des Toxins zu bestimmen. genOgt es im 
allgemeinen, die S quenz eines Fragments des Mol kills zu bestimmen und die resultierenden Sequenzda- 
ten zur Herstellung einer Oligonukleotidsonde zu benutzen, mit der die gesamte Toxin-Gensequenz 
55 herausgefunden werden kann. Toxin-Peptidfragmente konnen durch Inkubation des intakten MolekUls mit 
Cyanbromid oder mit Proteasen wi Papain, Chymotrypsin oder Trypsin erhalten werden (Oike et al., 1982, 
Liu et ah, 1983). 

Unter Verwendung des genetischen Kodes (Watson, 1977) konnen ein Oligonukleotid oder mehrere 
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verschiedene Oligonukleotide identifiziert werden, von denen jedes fahig ist, die Toxin-Peptide zu kodieren. 
Die Wahrscheinlichkeit, dass ein bestimmtes Oligonukleotid tatsachlich die eigentiiche, das Toxin kodieren- 
de Sequenz sein wird, kann durch die Beachtung abnormer Basenpaarungsverhaitnisse und die Haufigkeit, 
mit der ein bestimmtes Codon wirklich in eukaryotischen Zellen (um eine bestimmte Aminosaure zu 

5 kodieren) benutzt wird, abgeschatzt werden. Derartige Regeln zur Codon-Benutzung ("Codon usage rules") 
sind in Lathe (1985) veroffentlicht. Unter Verwendung dieser Regeln zur Codon-Benutzung von Lathe wird 
das Oligonukleotid Oder ein Set von Oligonukleotiden identifiziert, das mit grosster Wahrscheinlichkeit die 
die Toxin-Peptidsequenzen kodierende Nukleotidsequenz enthalt. 

Dieses resultierende Oligonukleotid oder Set von Oligonukleotiden wird benutzt, um die Sequenz eines 

70 komplementaren Oligonukleotids oder eines Sets von Oligonukleotiden zu identifizieren. das/die fahig 
ist/sind. mit der "hochst wahrscheinlichen" Sequen2 oder dem "hochst wahrscheinlichen" Set von Sequen- 
zen zu hybridisieren. Ein Oligonukleotid, welches eine derartige komplementare Sequenz enthalt, kann als 
Sonde verwendet werden, um das Toxin-Gen zu identifizieren und zu isolieren (Maniatis et al., 1982). 

Zusammengefasst erlaubt somit die tatsachliche identifizierung von Toxin-Peptidsequenzen die Identifi- 

75 zierung einer theoretischen "hochst wahrscheinlichen" DNA-Sequenz oder eines Sets von DNA-Sequenzen, 
die fahig ist/sind, ein derartiges Peptid zu kodieren. Wenn die Fragmente mehr als 10 Aminosauren 
aufweisen. reicht die Sequenzinformation im aligemeinen bereits aus, um die Klonierung einer das Toxin 
kodierenden Gensequenz zu gewahrleisten. Durch die Konstruktion eines Oligonukleotids, das der theoreti- 
schen Sequenz komplementar ist (Oder durch die Konstruktion eines Sets von Oligonukleotiden, die dem 

20 Set der "hochst wahrscheinlichen" Oligonukleotide komplementar sind), wird ein DNA-Molekul (oder ein Set 
von DNA-Moiekiilen) erhalten, das fahig ist, als Sonde zur Identifizierung und Isolierung des Toxin-Gens 
benutzt zu werden. 

Die Klonierung und die Verwendung der verschiedenen oben beschriebenen Toxine wird hier und im 
folgenden allgemein als die Klonierung und die Verwendung "eines Toxins" bezeichnet. Es ist so zu 

25 verstehen, dass jedes der genannten Toxine in jedem der beschriebenen erfindungsgemassen Verfahren zu 
verwenden ist. Die Verwendung der erfindungsgemassen Gentechniken in Bezug auf das Toxin wird durch 
die Klonierung von Gen-Sequenzen, die das Toxin kodieren. und durch die. Expression derartiger Sequen- 
zen eiieichtert. Hier und im folgenden bezieht sich der Begriff "Gen-Sequenzen" auf ein NukleinsSuremoIe- 
kul (vorzugsweise DNA). Gen-Sequenzen, die das Toxin kodieren, konnen aus einer Vielzahl von Guellen 

30 stammen. Beispiele solcher Quellen sind genomische DNA, cDNA, synthetische DNA und Kombinationen 
davon. 

Genomische DNA kann gegebenenfalls natUrlich vorkommende Introns enthalten. Daruberhinaus kann 
eine derartige genomische DNA in Verbindung mit der 5-Promotor-Region der Toxin-Gensequenzen 
erhalten werden. So weit wie eine Wirtszelle die Regu lationssignale der Transkription und die Initiationssi- 
35 gnale der Translation erkennen kann, die mit der Expression des Proteins verbunden sind, kann die 5 - 
Region erhalten bleiben und fOr die Initiationsregulation der Transkription und Translation verwendet 
werden. 

Im Fall der cDNA kann diese kloniert und der resultierende Klon mit einer geeigneten Sonde fur cDNA, 
die die gewunschten Sequenzen kodlert, herausgesucht werden. Wenn der gewunschte Klon erst einmal 
40 isoiiert worden ist, kann die cDNA in im wesentlichen derselben Weise gehandhabt werden wie die 
genomische DNA. Die cDNA enthalt jedoch keine Introns oder dazwischenliegenden Sequenzen. Aus 
diesem Grund ist ein cDNA-MolekGI, welches das Toxin kodiert, die bevorzugte Gen-Sequenz der vorliegen- 
den Erfindung. 

Genomische DNA bzw. cDNA kann auf mehreren Wegen erhalten werden. Genomische DNA kann aus 
45 geeigneten Zellen mit dem Fachmann gut bekannten Verfahren extrahiert und gereinigt werden. Altemativ 
dazu kann mRNA aus einer Toxin-produzierenden Zelle isoiiert und dazu benutzt werden, um mit dem 
Fachmann gut bekannten Verfahren cDNA zu produzieren. Derartige geeignete DNA-Praparate werden 
enzymatisch gespalten oder zufallsmassiggeschert und mit rekombinanten Vektoren verknUpft, um eine 
Gen-Bibliothek aufzubauen. Derartige Vektoren konnen anschliessend mit den oben beschriebenen 
so Oligonukleotid-Sonden gescreent werden, um eine ein Toxin kodierende Sequenz zu identifizieren. 

Ein geeignetes Oligonukleotid oder ein Set von Oligonukleotiden, das/die fahig ist/sind, ein Fragment 
des Toxins zu kodieren (oder das einem derartigen Oligonukleotid oder einem Set von Oligonukleotiden 
komplementar ist), welches nach dem oben beschriebenen Verfahren identifiziert worden ist, wird syntheti- 
siert und mit Mitteln, die dem Fachmann bekannt sind. mit einer DNA oder vorzugsweise mit einem cDNA- 
55 Praparat hybridisiert, die/das aus Zell n abgeleitet ist, di fahig sind. das Toxin-Gen zu exprimieren. Die 
Quelle der verwendeten DNA oder cDNA wird vorteilhaft rweise vorher mit Toxin-Sequenzen angereichert. 
Eine derartige Anreicherung kann am leichtesten mit cDNA erreicht werden, die' erhalten wurde, indem RNA 
aus Zellen extrahiert wurde, die grosse Mengen des Toxins produzieren. Techniken der Nukleinsaurenhybrl- 
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disierung sind in Maniatis et al. (1982) und Hames und Higgins (1985) veroffentlicht. 

Um das Herausfinden der das Toxin kodierenden Sequenz zu erleichtern, kann die DNA-Sonde mit 
einer nachweisbaren Gruppe markiert sein. Eine derartige nachweisbare Gruppe kann jeder Stoff mit einer 
auffindbaren physikalischen oder chemischen Eigenschaft sein. Derartige Stoffe sind auf dem Gebiet der 

5 Immunassays gut entwickeit. Ganz allgemein kann nahezu jede Markierung, die in derartigen Verfahren 
geeignet ist f erfindungsgemass verwendet werden. Besonders gut geeignet sind enzymatisch aktive 
Gruppen, wie Enzyme (Wisdom, 1976), Enzymsubstrate (GB 1,584,741), Coenzyme (US 4,230,797 und US 
4,238.565) und Enzym-lnhibitoren (US 4,134,792); Ruoreszenzfarbstoffe (Soini und Hemmila', 1979); chro- 
mophore Stoffe; Luminiszenzfarbstoffe wie Chemi- und Bioluminiszenzfarbstoffe (Gorus und Schram, 1979); 

70 spezifisch bindungsfahige Liganden; proximale, zusammenwirkende Paare; und Radioisotope wie 3 H, 35 S, 
32 P, 125 1 und 14 C. Derartige Markierung und Markierungspaare werden auf der Basis ihrer eigenen 
physikalischen Eigenschaften (beispieisweise Fluoreszenzfarbstoffe, chromophore Stoffe und Radioisotope) 
oder ihrer reaktiven oder Bindungseigenschaften (beispieisweise Enzyme, Substrate,. Coenzyme und Inhibi- 
toren) nachgewiesen. Beispieisweise kann eine mit einem Cofaktor markierte Sonde nachgewiesen werden, 

75 indem das Enzym, fOr das der Marker Cofaktor ist, und ein Substrat des Enzyms hinzugefGgt werden. . 
Beispeilsweise kann ein Enzym benutzt werden, das auf ein Substrat derartig einwirkt, dass ein Produkt mit 
einer messbaren physikalischen Eigenschaft entsteht. Beispiele fUr solche Enzyme schliessen 0-Galaktosi- 
dase, alkalische Phosphatase und Peroxidase ein, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein. 

Allgemeine Verfahren zur Hybridisierung sind beispieisweise in Maniatis et al. (1982) und in Hames und 

20 Higgins (1985) publiziert. Diejenigen Mitglieder der oben beschriebenen Gen-Bibliothek, die zu einer 
derartigen Hybridisierung fahig sind, werden anschliessend analysiert, um das Ausmass und die Natur der 
in ihnen enthaltenen, das Toxin-kodierenden Sequenzen zu bestimmen. 

In einem aiternativen Verfahren, das Toxin-Gen zu klonieren, wird eine Bibliothek von Expressionsvekto- 
ren angelegt, indem DNA oder bevorzugt cDNA, die aus einer Zelle stammt, die fahig ist, das Toxin zu 

25 exprimieren, in einem Expressionsvektor kloniert wird. Die Bibliothek wird anschliessend auf Mitglieder hin 
untersucht, die zur Expression eines proteins fahig sind, das einen Anti-Toxin-Antikdrper bindet, und die 
eine Nukleotidsequenz aufweisen, die fahig ist, Polypeptide zu exprimieren, die dieselbe Aminosaurense- 
quenz haben wie das Toxin oder Fragmente des Toxins. 

Die klonierten, das Toxin kodierenden Sequenzen, die durch die oben beschriebenen Verfahren 

30 erhalten werden, konnen funktionstuchtig mit einem Expressionsvektor verknupft sein und in bakterielle 
oder eukaryotische Zellen eingefuhrt werden, um das Toxin oder ein funktionelles Derivat davon zu 
produzieren.Techniken fUr derartige Handhabungen sind in Maniatis et al. (1982) veroffentlicht und in der 
Fachwelt gut bekannt 

Mit den oben diskutierten Verfahren konnen deshalb Gen-Sequenzen identifiziert werden, die fahig sind, 

35 das Toxin oder Derivate davon zu kodieren. Um derartige Gen-Sequenzen weiter zu charakterisieren, ist es 
wunschenswert, die Toxine. die von diesen Sequenzen kodiert werden, zu exprimieren und zu bestatigen, 
dass sie die Eigenschaften der Toxin-Peptide besitzen. Solche Eigenschaften sind die Fahigkeit, spezifisch 
Anti-Toxin-Antikorper zu binden, die Fahigkeit, die Produktion eines zur Bindung an das Toxin fahigen 
Antikorpers auszulosen, die Fahigkeit, einer Empfanger-Zelle eine Toxin-Funktion zu verleihen, etc.. 

40 An Stelle der oben beschriebenen Verfahren zur Rekombination kann eine Gensequenz, die das Toxin 
kodiert. auch synthetisch hergestellt werden (beispieisweise durch organische Synthese). 

Ein alternatives Verfahren, um eine Gen-Sequenz zu erhalten, die fahig ist, das Toxin zu kodieren, ist, 
sie durch Oligonukleotid-Synthese herzustellen. Dieses Verfahren ist speziell bei Proteinen mit weniger als 
100 Aminosauren, wie den erfindungsgemassen Toxinen anwendbar. Der genetische Kode wird benutzt, um 

45 die Oligonukleotid-Sequenz zu bestimmen, die fahig ist, die Aminosaurensequenz zu kodieren. 

Bei der Vorhersage der Oligonukleotid-Sequenz wird vorteilhafterweise die passende Codon-Haufigkeit. 
des Organismus. in dem das Gen exprimiert werden soil, berucksichtigt. Derartige Codon-Haufigkeiten fur 
einige Organismen sind als Teil eines Sequenzanalyse-Computerprogramms der Genetics Computer Group 
der Universitat von Wisconsin erhaltlich. Codon-Haufigkeiten fGr weitere Organismen konnen mit Hilfe 

so desselben Computer-Programm-Paketes berechnet werden, indem Daten aus den verftigbaren Sequenzda- 
tenbanken verwendet werden. In einigen Fallen konnen alternative Codons ausgewahlt werden, um die 
Synthese zu erleichtern und/oder fUr passende Restriktionsschnittstellen zu sorgen. Stop- und Startsignale 
der Translation werden an den geeigneten Punkten eingefuhrt und Sequenzen an die Enden angefugt, um 
passende Klonierungsstellen zu schaffen. Die jeweils obere Nukleotidsequenz stellt den "kodierenden 

55 Strang" dar. Die Sequenz des "komplementaren Strangs" wird mit den oben erwahnten Computerprogram- 
men vorhergesagt. 

Eine Serie von Oligonukleotiden, deren Lange von 20 bis 50 Basen reicht, wird synthetisiert, um eine 
Serie von Oberlappenden Fragmenten zu schaffen, die beide Strange des Gens bilden, wenn sie spater 
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gepaart und verknupft sind. Diese Fragments werden anschliessend gepaart und miteinander verknOpft. 
indem Verfahren angewendet werden, die dem Fachmann gut bekannt sind (Maniatis et a!., 1982). Das 
resultierende DNA-Fragment mit der vorhergesagten Grosse wird durch eine Elektrophorese isoliert und mit 
einem geeigneten Klonierungsvektor zur Amplifikation und weiteren Handhabung verknOpft. Dieses syntheti- 
sche Gen kann unter Verwendung der oben fUr die aus genomischer und/oder cDNA isolierten Gene 
beschriebenen Techniken gehandhabt werden. 



IV. Expression des selektiv auf Insekten wirkenden Toxins und seiner funktionellen Derivate. 

Die das Toxin kodierenden Sequenzen, die mit den oben beschriebenen Verfahren erhaltlich sind. 
konnen gemass an sich bekannter Verfahren funktionstuchtig mit einem Expressionsvektor verknOpft 
werden und in pro- Oder eukaryotische Zellen eingefuhrt werden, urn das Toxin Oder dessen funktioneile 
Derivate zu produzieren. Die vorliegende Erfindung betrifft sowohl das intakte Toxin als auch funktioneile 
Derivate bzw. Bruchstucke dieses Toxins. 

Hier und im foigenden bedeutet der Begriff "im wesentlichen rein" oder "im wesentlichen gereinigt", 
dass das Neurotoxin keine verunreinigenden Substanzen enthalt, die normalerweise im naturlichen Isoiat 
vorkommen. und somit namentlich frei von Protein-und Kohlenhydrat-Bestandteilen ist. Mit den Begriff ist 
ferner ein Neurotoxin gemeint, das auf Grund anerkannter Reinheits- oder Homogenitatskriterien als 
homogen bezeichnet werden kann. Beispielsweise zeigt ein im wesentlichen reines Neurotoxin konstante 
und reproduzierbare Eigenschaften innerhalb gewisser standardmassiger Abweichungen bei Parametern wie 
den foigenden: MG, chromatographisches Verhalten und andere derartige Parameter. Der Begriff ist jedoch 
nicht so zu verstehen, dass er kunstliche oder synthetische Mischungen des Neurotoxins mit anderen 
Verbindungen ausschliesst. Der Begriff ist auch nicht so zu verstehen, dass er die Gegenwart von 
geringfugigen Unreinheiten, die die biologische Aktivitat des Neurotoxins nicht storen und die beispielswei- 
se auf Grund unvollstandiger Reinigung vorhanden sein konnen, ausschliesst. 

Ebenso werden die Begriffe "LqhP35", "das LqhP35-Neurotoxin" und "das LqhP35-Toxin n austausch- 
bar und beispieihaft benutzt, urn ein vom Skorpiongift abgeleitete Toxin zu benennen. Die vorliegende 
Erfindung betrifft sowohl das intakte Neurotoxin als auch die funktionellen Derivate des LqHP35-Toxins. 

Ein "funktionelles Derivat" des Toxins ist ein Stoff, der eine biologische Aktivitat (entweder funktionell 
oder strukturell) besitzt, die im wesentlichen einer biologischen Aktivitat des Toxins ahnlich ist. Der 
Ausdruck "funktionelles Derivat" ist so zu verstehen, das er die "Fragments", "Varianten", "Analogen" oder 
"chemischen Derivate" eines MolekOls einschliesst. Mit einem "Fragment" eines Molekuls wie das des 
Toxins ist jedes Polypeptidteilstuck des Molekuls gemeint. Der Begriff eine "Variante" eines MolekQIs wie 
das des Toxins ist so zu verstehen, das sie sich auf ein Molekul bezieht, das im wesentlichen in der 
Struktur und in der Funktion entweder dem gesamten MoiekOI oder einem Fragment davon ahnlich ist. Ein 
Molekul wird als "im wesentlichen ahnlich" zu einem anderen Molekul angesehen. wenn beide MolekGle im 
wesentlichen ahnliche Strukturen haben und/oder wenn beide Molekule eine ahnliche biologische Aktivitat 
aufweisen. Hier und im foigenden werden deshaib zwei MolekGle als Varianten bezeichnet, wenn sie eine 
ahnliche Aktivitat zeigen, selbst dann, wenn die Struktur des einen Molekuls nicht in der des anderen 
wiedergefunden wird, oder wenn die Aminosaurensequenzen nicht identisch sind. Mit dem "Analogen" 
eines Molekuls wie das des Toxins soil ein Molekul gemeint sein, dass in der Funktion entweder dem 
gesamten MoiekOI Oder einem Fragment davon im wesentlichen ahnlich ist. Hier und im foigenden wird ein 
Molekul dann als ein "chemisches Derivat" eines anderen Molekuls angesehen, wenn es zusatzliche 
chemische Anteile enthalt, die normalerweise keinen Teil des Molekuls bilden. Derartige Anteile konnen die 
Loslichkeit, die Absorption, die biologische Halbwertzeit etc. verbessern. Anteile, sie solche Effekte 
hervorrufen konnen, sind in Osol. A. (Hrsg.) Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co.. 
Easton. PA. 1980) veroffentlicht. Verfahren, mit denen solche Anteile an ein MolekUl gekoppelt werden 
konnen, sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Eine DNA-Sequenz, die ein erfindungsgemasses Toxin Oder dessen funktioneile Derivate kodiert, kann 
mit Vektor-DNA gemass herkommlicher Techniken rekombiniert werden. beispielsweise Verwendung von 
glatten oder kohasiven Enden bei der VerknOpfung, Schneiden mit Restriktionsenzymen zur Erzeugung 
geeigneter Enden, geeignetes Auffullen kohasiver Enden, Behandlung mit alkalischer Phosphatase, urn 
unerwunschte Verbindungen zu vermeiden, und das Verknupfen mit geeigneten Ligasen. Techniken fur 
derartige Handhabungen sind in Maniatis et al. (1982) veroffentlicht und der Fachwelt bekannt. 

Ein Nukleinsauremolekul wird als "fahig zur Expression" eines Polypeptids angesehen, wenn es 
Nukieotidsequenzen enthalt die wi derum Informationen zur Regulation von Transkription und Translation 
enthalten. und wenn derartige Sequenzen "funktionstUchtig verknOpft" mit Nukieotidsequenzen sind. die das 
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Polypeptid kodieren. Eine funktionstuchtige Verknupfung ist eine Verknupfung. in welcher die regulatori- 
sch n DNA-Sequenzen und die zu exprimierende DNA-Sequenz derartig verknupft sind. dass damit 
Genexpression ermoglicht wird. Die genaue Natur der fur die Genexpression benotigten regulatorischen 
Bereiche konnen von Urganismus zu Organismus verschieden sein, im allgem inen enthalten sie jedoch 

s ine Promotor-Region, die in Prokaryoten sowohl den Promotor (der die Initiation der RNA-Transkription 
lenkt) als auch die DNA-Sequenzen enthalt, die, wenn sie in RNA transkribiert werden, die Initiation der 
Toxin-Synthese signalisieren. Derartige Regionen enthalten normalerweise diejenigen s'-nicht-kodierenden 
Sequenzen, die an der Initiation der Transkription und der Translation beteiligt sind, wie die TATA-Box, die 
capping-Sequenz, die CAAT-Sequenz und dergleichen. 

10 Wenn es gewOnscht wird, kann die nicht-kodierende Region 3' zur Gensequenz, die das Toxin kodiert, 
durch die oben beschriebenen Verfahren erhalten werden. Diese Region kann wegen ihrer regulatorischen 
Sequenzen fur die Beendigung der Transkription, wie Termination und Polyadenylierung, beibehalten 
werden. Somit konnen durch die Beibehaltung der sich natiirlicherweise an die DNA-Sequenz, die das 
Toxin kodiert, anschliessenden 3'-Region die Terminationssignale fur die Transkription beschafft werden. In 

rs den Fallen, in denen die Terminationssignale fQr die Transkription in der Expression der Wirtszelle nicht 
befriedigend funktionieren. konnen sie durch eine 3'-Region. die in der Wirtszelle funktioniert, ersetzt 
werden. 

Zwei DNA-Sequenzen (beispielsweise eine Sequenz aus der Promotor-Region und die das Toxin- 
kodierende Sequenz) werden als funktionstGchtig verknOpft angesehen, wenn die Natur der Verknupfung 

20 zwischen den zwei DNA-Sequenzen nicht (1) in der Einfuhrung einer Leseraster-Verschiebungs-Mutation 
resultiert, (2) die Fahigkeit der Promotorsequenz-Region, die Transkription der Toxin-Gensequenz zu 
lenken, stort Oder (3) die Fahigkeit der Toxin-Gensequenz, durch die Promotorsequenz-Region transkribiert 
zu werden, stort. Eine Promotor-Region ist funktionstGchtig verknupft mit einer DNA-Sequenz, wenn der 
Promotor fahig ist, die Transkription dieser DNA-Sequenz zu beeinflussen. 

25 Um das Toxin zu exprimieren sind somit Transkriptions- und Translationssignale erforderlich, die von 
einem geeigneten Wirt erkannt werden konnen.- 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Expression des Toxin-Proteins (oder eines funktionellen 
Derivats davon) in sowohl prokaryotischen als auch eukaryotischen ZeNen. Bevorzugte prokaryotische Wirte 
sind beispielsweise Bakterien wie £ coli, Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, 

30 usw.. Der bevorzugteste prokaryotische Wirt ist £ coli. Bakterielle Wirte von besonderem Interesse sind 
beispielsweise £ coli K12 Stamm 294 (ATCC 31446), £ CO//X1776 (ATCC 31537), £ co//W3110 (F~ \- 
prototrophisch (ATCC 27325) und andere Enterobakterien wie Salmonella typhimurium oder Serratia 
marcescens und verschiedene Pseudomonas-Men. Unter derartigen Bedingungen wird das Toxin nicht 
glykosyliert. Der prokaryotische Wirt muss mit den Replikon- und Kontrollsequenzen im Expressionsplasmid 

35 kompatibel sein. 

Um ein erfindungsgemasses Toxin (oder ein funktionelles Derivat davon) in einer prokaryotischen Zelle 
(wie £ coli t B, $ubtUi$, Pseudomonas, Streptomyces usw.) zu exprimieren. ist es erforderlich, die das 
Toxin kodierende Sequenz funktionstGchtig mit einem funktionellen prokaryotischen Promotor zu verknGpf- 
ten. Derartige Promotoren konnen entweder konstitutiv oder vorteilhafterweise regulierbar (d. h. induzierbar 

40 oder dereprimierbar) sein. Beispiele konstitutiver Promotoren sind der /nf-Promotor des Bakteriophagen X, 
der 6/a-Promotor des /3-Lactamase-Gens von pBR322, der CAT-Promotor des Chloramphenicol-Acetyl- 
Transferase-Gens von pBR325 usw.. Beispiele induzierbarer Promotoren sind die rechten und linken 
Promotoren des Bakteriophagen X (P L und P R ), die trp- t recA~, lacZ-, lach und gaAPromotoren von £ colh 
der a-Amylase-Promotor (Ulmanen et al. a 1985) und die a 28 -spezifischen Promotoren von B. subtiiis - 

45 (Gilman et al., 1984), die Promotoren der Bakteriophagen von Bacillus (Gryczan, 1982) und Streptomyces- 
Promotoren (Ward et al.. 1986). Eine Obersicht Gber prokaryotische Promotoren vermitteln Glick und 
Whitney (1987), Cenatiempo (1986) und Gottesman (1984). 

Eine effektive Expression in einer prokaryotischen Zelle erfordert auch die Anwesenheit einer 
Ribosomen-Bindungsstelie stromaufwarts (upstream) der das Gen-kodierenden Sequenz. Derartige 

so Ribosomen-Bindungsstellen sind beispielsweise in Gold et al. (1981) veroffentlicht. 

Nicht-limitierende Beispiele bevorzugter eukaryotischer Wirte sind Hefen, Pilze, Insekten-Zellen und 
Saugerzellen sowohl in vivo als auch in Gewebekultur. Als Wirte geeignete Saugerzellen sind beispielswei- 
se Zellen, die von Fibroblasten. wie VERO oder CHO-K1, oder von Lymphzellen abstammen, wie das 
Hybridoma SP2/0-AG14 oder das Myeloma P3x63Sg8, und ihre Derivate. Bevorzugte Sauger-Wirtszeilen 

55 sind beispielsweise SP2/0 und J558L ebenso wie Neuroblastoma-Zellinien wie IMR 332, die eventuell uber 
bessere Kapazitaten fur das post-translationale Processing verfGgen. 

Fur Saugerwirtszellen stehen verschiedene mogliche Vektorsysteme fOr die Expression des Toxins zur 
VerfGgung. Eine grosse Vielfalt von Regulationssequenzen der Transkription und Translation konnen je nach 
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der Art des Wirts verwendet werden. Die Regulationssequenzen der Transkription und Translation konnen 
von viralen Quellen stammen, beispieisweise vom Adenovirus, Rinder-Papillomavirus, Simianvirus oder 
ahnlichen, in denen die Regulationssignale mit einem bestimmten Gen ( das eine hohe Expressionsrate hat 
gekoppelt sind. Alternativ da2u konnen Promotoren von Sauger-Expressionsprodukten, wie Aktin, Kollagen, 
Myosin etc. verwendet werden. Regulationssignale der Transkriptionsinitiation kdnnen ausgewahlt werden, 
die eine Repression oder Aktivierung zulassen. so dass die Expression der Gene moduliert werden kann. 
Von Interesse sind Temperatur-sensitive Regulationssignale. so dass durch Veranderung der Temperatur 
die Expression reprimiert oder initiiert werden kann. oder auch Regulationssignale. die einer chemischen 
Regulation, beispieisweise durch einen Metaboliten, zuganglich sind. 

Hefen weisen wesentliche Vorteile dadurch auf. dass sie auch post-translationale Peptidmodifikationen 
ausfuhren konnen. Es gibt eine Anzahl von Strategien zur Rekombination von DNA. die starke Promotor- 
Sequenzen und eine hohe Zahl von Plasmidkopien verwenden, die zur Produkten der gewunschten Proteine 
in Hefen genutzt werden konnen. Hefen erkennen sogenannte leader-Sequenzen klonierter Sauger-Genpro- 
dukte und sezernieren Peptide, die diese leader-Sequenzen tragen (d. h. Propeptide) 

Jedes einer Reihe von Gen-Expressionssystemen auf Hefe kann eingesetzt werden. das Promotor- und 
Terminationselemente aus aktiv exprimierten Genen enthalt, die glykolytische Enzyme kodieren. Diese 
Enzyme werden in grossen Mengen produziert, wenn die Hefe in Medien gezogen wird, die reich an 
Glucose sind. Bekannte glykolytische Gene konnen auch sehr wirksame Kontrollsignale der Transkription 
beitragen. Beispieisweise konnen die Promotor- und Terminatorsignale des Phosphoglycerat-Kinase-Gens 
verwendet werden. 

Andere bevorzugte Wirtszellen sind Insektenzellen, beispieisweise die der DfOSop/)/7a-Larven. Wenn 
Insektenzellen als Wirte benutzt werden, kann der 0rosop/?/7a-Alkohol-Dehydrogenase-Promotor verwendet 
werden (Rubin, 1988). Alternativ dazu konnen Baculovirus-Vektoren konstruiert werden, die grosse Mengen 
des Toxins in Insektenzellen exprimieren (Jasny, 1987, Miller et al., 1986). 

Wie bereits oben diskutiert, erfordert die Expression des Toxins in eukaryotischen Wirtszellen den 
Einsatz eukaryotischer Regulationsregionen. Derartige Regionen umfassen im allgemeinen eine Promotor- 
Region. die zur Initiation der RNA-Synthese ausreicht. Bevorzugte eukaryotische Promotoren sind beispieis- 
weise der Promotor des Metallothionein l-Gens der Maus (Hamer und Walling. 1982). der TK-Promotor des 
Herpesvirus (McKnight. 1982). der fruhe Promotor von SV40 (Benoist und Chambon. 1981) und der ga/4- 
Gen-Promotor aus Hefe (Johnston und Hopper, 1982, Silver et al., 1984). 

Wie weithin bekannt ist, wird die Translation eukaryotischer mRNA an dem Codon initiiert, das das 
erste Methionin kodiert. Deshalb ist es vorteilhaft sicherzustellen, dass die Verbindung zwischen einem 
eukaryotischen Promotor und einer DNA-Sequenz, die das Toxin (oder ein funktionelles Derivat davon) 
kodiert, keine dazwischenliegenden Codons enthalt. die ein Methionin kodieren (d. h. AUG). Die Anwesen- 
heit derartiger Codons resultiert entweder in der Bildung eines Fusionsproteins (falls das AUG-Codon im 
selben Leserahmen wie die das Toxin kodierende DNA-Sequenz ist) oder einer Leserahmenverschiebungs- 
Mutation (falls das AUG-Codon nicht im selben Leserahmen wie die das Toxin kodierende DNA-Sequenz 
ist). 

Die ein erfindungsgemasses Toxin kodierende Sequenz und ein funktionstuchtig damit verknupfter 
Promotor konnen als ein nicht-replizierendes DNA- (oder RNA-)Molekul, das entweder ein lineares Molekul 
oder, bevorzugter. ein ringgeschlossenes MolekGI sein kann, in eine prokaryotische oder eukaryotische 
Empfangerzelle eingefuhrt werden. Da derartige Molekule nicht zur autonomen Replikation fahig sind, kann 
die Expression des Toxins durch die vorubergehende Expression der eingefuhrten Sequenz erfolgen. 
Alternativ dazu kann eine dauernde Expression durch die Integration der EingefGhrten Sequenz in das 
Wirtschromosom erfolgen. 

Ein weiterer erfindungsgemasser Gegenstand betrifft Vektoren. die fahig sind, die gewunschten Gense- 
quenzen in das Chromosom der Wirtszelle einzubauen. Zellen, bei denen die eingefuhrte DNA stabil in das 
Chromosom eingebaut ist, konnen dadurch selektioniert werden, dass ein Marker oder mehrere Marker 
ebenfalts eingefOhrt wird/werden, der/die die Selektion von Wirtszellen, die den Expressionsvektor enthalten, 
erlaubt/erlauben. Der Marker kann einen auxotrophen Wirt prototroph machen oder kann eine Resistenz 
gegenuber Bioziden, beispieisweise Antibiotika, oder Schwermetallen, wie Kupfer usw.. verleihen. Der 
selektierbare Marker kann entweder direkt mit den zu exprimierenden DNA-Sequenzen verknupft sein oder 
er wird durch Ko-Transfektion in dieselbe Zelle eingefuhrt. Zusatzliche Elemente werden eventueil fur eine 
optimale Synthese einer Einzelstrang-mRNA benotigt. Diese Elemente sind beispieisweise Splice-Signale 
sowie Promotoren, VerstSrker und Terminationssignale der Transkription. cDNA-Expressionsvektoren, die 
solche Elemente enthalten, sind beispieisweise die von Okayama und Berg (1983) beschrieben n. 

Vorteilhafterweise ist die eingefuhrt Sequenz in einem Plasmid- oder Virus-Vektor ingebaut, der zur 
autonomen Replikation in der Empfangerwirtszelle fahig ist. Eine Vielfalt von Vektoren ist fur diesen Zweck 
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geeignet. Wichtige Faktoren bei der Auswahl eines bestimmten Plasmid- oder Virus-Vektors sind beispiels- 
weise: die Einfachheit, mit der Empfangerzellen, die den Vektor enthalten, erkannt und von den Empfanger- 
zellen, die den Vektor nicht enthalten, unterschieden werden konnen; die Anzahl von Vektorkopien, die in 
einer 'bestimmten Wiiiszelle gewUnscht werden; und ob es wunschenswert ist, den Vektor zwischen 

5 Wirtszellen verschiedener Spezies hin und her benutzen (shuttle) zu konnen. Bevorzugte prokaryotische 
Vektoren sind beispielsweise Plasmide. wie diejenigen, die zur Replikation in E. coll fahig sind 
(beispielsweise pBR322, ColE1; pSC101, pACYC 184, vVX). Derartige Plasmide sind beispielsweise in 
Maniatis et al. (1982) veroffentlicht. Sac/7/t/s-Plasmide sind beispielsweise pC194, pC221, pT1 27 usw.. 
Derartige Plasmide sind in Gryczan (1982) veroffentlicht. Geeignete Streptomyces- Plasmide sind beispiels- 

ro weise plJ101 (Kendall und Cohen, 1987) und Sfrepfomyces-Bakteriophagen wie <f>2C31 (Chater et al., 
1986). Ubersichtsartikel uber Pseudomonas-Piasmide erschienen von John und Twitty (1986) und Izaki 
(1978). 

Bevorzugte eukaryotische Plasmide sind beispielsweise BPV, Vaccinia, SV40, 2-u-Zirkel und andere 
sowie deren Derivate. Derartige Plasmide sind dem Fachmann wohlbekannt (Botstein et al., 1982; Broach. 

75 1981 und 1982; Bollon und Stauver, 1980; Maniatis, 1980). 

Wenn der Vektor oder die DNA-Sequenz, der/die das Konstrukt/die Konstrukte enthalt, fur die Expres- 
sion vorbereitet ist, kann das DNA-Konstrukt/konnen die DNA-Konstrukte auf eine Vielzah! von Wegen in die 
geeigneten" Wirtszellen eingefuhrt werden: Transformation, Transfektion, Konjugation, Protoplasten-Fusion, 
Elektroporation, Calciumphosphat-Prazipitation, direkte Mikroinjektion, etc.. Nach der Einfuhrung des Vek- 

20 tors werden die Empfangerzellen in einem selektiven Medium, das das Wachstum der Vektorenthaltenden 
Zellen begunstigt. kultiviert. Die Expression der klonierten GensequenzAen zeigt sich in der Produktion des 
Toxins oder in der Produktion eines Fragmentes dieses Toxins. Dieses kann in den transformierten Zellen 
seibst stattfinden oder der Induktion dieser ZeNen zur Differenzierung (beispielsweise durch die Verabrei- 
chung von Bromdesoxyuracil an Neuroblastoma-Zeilen oder dergleichen) folgen. 

25 Das exprimierte Protein wird gemass herkommlicher Verfahren, wie Extraktion, Prazipitation, Chromato- 
graphie, Affinitatschromatographie, Elektrophorese und dergleichen, isoliert und gereinigt. 



Y: Verwendun 9 der selektiv auf Insekten wirkenden Toxine, urn Pflanzen genetisch zu verandem 

30 

Die erfindungsgemassen Gene der selektiv auf Insekten wirkenden Toxine konnen in eine Pflanze 
eingefuhrt und dort zur Expression gebracht werden. Die Folge sind Toxine in der Pflanzenzelle, was zur 
Resistenz bzw. Toleranz der Pflanze gegenuber Insekten fOhrt und als Mittel zur Bekampfung von 
phytopathogenen Insekten genutzt werden kann. Auf diese Weise ist es moglich, Pflanzen herzustellen, die 

35 gegentiber Insekten resistenter bzw. toleranter sind. So ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung die Benutzung des Toxin-Gens zur Transformation von Pflanzen, urn die Resistenz bzw. Toleranz 
der Pfianzen gegenuber Insekten zu erhohen. 

Die kodierende Region des erfindungsgemassen Toxin-Gens kann sowohl die gesamte Lange als auch 
eine teilweise aktive Lange des Gens sein. Es ist jedoch erforderlich, dass die Gen-Sequenz, die das Toxin 

40 kodiert, das Toxin als funktionelies Toxin in der resultierenden Pflanzenzelle exprimiert und produziert. 

Sowohl von DNA als auch von cDNA abstammende DNA sowie synthetische DNA konnen erfindungs- • 
gemass verwendet werden, wenn sie ein erfindungsgemasses Toxin-Gen kodieren. Desweiteren kann ein 
solches Gen teilweise aus einem cDNA-KIon, teilweise aus einem genomischen Klon und teilweise aus 
einem synthetischen Gen sowie verschiedenen Kombinationen davon konstruiert sein. Ausserdem kann die 

45 DNA, die das Toxin-Gen kodiert, Gensequenzen aus verschiedenen Spezies enthalten. 

Es gibt eine Vielzahl von Gegenstanden, die das vorliegende Erfindungskonzept einschliesst. So betrifft 
ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung, das selektiv auf Insekten wirkende Neurotoxin mit einem anderen 
Stoff oder anderen Stoffen zu kombinieren, urn unerwartete, beispielsweise synergistische Eigenschaften zu 
Tage treten zu lassen. Diese anderen Stoffe sind beispielsweise Proteinase-lnhibitoren, die fur Insekten 

so toxisch sind, wenn sie oral aufgenommen werden. Andere Stoffe, die in Verbindung mit dem selektiv auf 
Insekten wirkenden Toxin verwendet werden konnen, urn eine Pflanze genetisch zu verandern, urn ihr eine 
Toleranz gegentiber Insekten zu verteihen, sind beispielsweise Polypeptide von Bacillus thuringiensis. Das 
B. thuringlensls-Proteln verursacht Ver3nderungen in der Kaiium-Permeabiiitat der Zellmernbranen im 
Darm von Insekten (Sacchi et al., 1986) und es wird postuliert, dass es kleine Poren in der Membran 

55 verursacht (Knowles und Ellar, 1987). Andere Poren-erzeugenden Proteine konnen ebenfalis in Kombination 
mit den Toxinen verwendet werden. Beispiele derartiger Poren-erzeugender Proteine sind die Magainine 
(Zasloff, 1987), die Cecropine (Hultmark et al., 1982), die Attacine (Hultmark et al., 1983), Melittin, 
Gramicidin S (Katsu et al., 1988), Proteine des Natrium-Kanais und synthetische Fragmente (Oiki et a!., 
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1988), das a-Toxin von Staphylococcus aureus (Tobkes et a!., 1985), Apolipoproteine und deren Fragmen- 
te (Knott et al.. 1985; Nakagawa et at., 1985), Alamethicin und eine Vielzahl synthetischer amphipathischer 
Peptide (siehe den Ubersichtsartikel von Kaiser und Kezdy, 1987). Lektine (Lis und Sharon, 1986), die sich 
an Zellmembranen binden und die Endocytose erhohen. bilden eine weitere Klasse von Proteinen, die in 
5 Kombination mit selektiv auf Insekten wirkenden Toxinen verwendet werden konnen, urn Pflanzen zum 
Zwecke der Insekten-Resistenz genetisch zu verandern. 
. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung umfasst daher ferner chimare Gen-Sequenzen bestehend aus: 

(a) einer ersten Gen-Sequenz, die ein Toxin kodiert, welches durch die Expression des Gens in einer 
vorgegebenen Pflanzenzelle funktionstuchtig im Hinbiick auf das Toxin ist, und gegebenenfalls einer 

70 zweiten Gen-Sequenz, die ein Polypeptid kodiert, welches nach oraler Aufnahme toxisch fur Insekten ist; 
und 

(b) einer oder mehreren zusatzlichen Gen-Sequenz/en, die funktionell mit der einen oder anderen 
Seite der das Toxin kodierenden Region verknupft ist/sind. Diese zusatzlichen Gen-Sequenzen sind 
beispielsweise Promotor- und Terminatorsequenzen. Die Regulationssequenzen kQnnen heterolog oder 

is homolog zur Wirtszelle sein. 

Bei einem bevorzugten Gegenstand wird ein Promotor des Toxin-Gens benutzt, urn die chimare Gen- 
Sequenz zu exprimieren. Andere Promotoren, die erfindungsgemass verwendet werden konnen, sind 
beispielsweise der nos- und der ocs-Promotor und CaMV-Promotoren. Wirkungsvolle pflanzliche Promoto- 
ren sind Uberproduzierende Promotoren. Die Promotoren sind in funktionstUchtiger Verknupfung mit der 

20 kodierenden Sequenz fahig, die Expression des besagten Toxins zu fordern, so dass die transformierte 
Pflanze eine erhohte Toleranz gegenuber Insektenschadlingen aufweist. Beispiele verwendbarer uberprodu- 
zierender pflanzlicher Promotoren sind der Promotor des Gens, das die kleine Untereinheit (ss) der 
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase der Sojabohne (Berry-Lowe et al., 1982) kodiert, und der Promotor 
des Gens, das das Chlorophyll a/b-Bindungsprotein kodiert. Von beiden ist bekannt, dass sie in Pflanzenzel- 

25 len Lichtinduzierbar sind (siehe beispielsweise Cashmore, 1983; Corruzi et al.. 1983; und Dunsmuir et al., 
1983). 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand vorliegender Erfindung ist die Expression der chimaren Gense- 
quenz in Pflanzen, bei der das Toxin-Gen funktionsfahig im korrekten Leseraster mit einem pflanziichen 
Promotor und mit einer Sekretionssignalsequenz verknupft ist. 

30 Die chimare Gen-Sequenz, die das funktionstuchtig mit einem pflanziichen Promotor verknupfte Toxin- 
Gen enthalt, und vorteilhafterweise mit Sekretionssignalsequenzen versehen ist, kann mit einem geeigneten 
Klonierungsvektor verknupft sein. Es iassen sich Plasmid- oder Virus- (Bakteriophagen)Vektoren verwenden. 
die Replikations- und Kontrolisequenzen enthalten, die aus Spezies stammen, die mit der Wirtszelle 
vertraglich sind. Der Klonierungsvektor tragt typischerweise einen Startpunkt fUr die Repiikation und 

35 spezifische Gene, die fahig sind, in transformierten Wirtszeilen fur phanotypische Selektionsmarker zu 
sorgen, Ubticherweise Resistenz gegenuber Antibiotika. Transform ierende Vektoren konnen nach der 
Transformation einer Wirtszelle an Hand dieser phanotypischen Marker herausgefunden werden. 

Wirtszeilen, die erfindungsgemass verwendet werden konnen, sind beispielsweise Prokaryoten, ein- 
schliesslich bakterielie Wirte wie E coii, $. typhimurium und Serratia marcescens. Eukaryotische 

40 Wirtszeilen wie Hefen oder Fadenpilze konnen ebenfalts in dieser Erfindung verwendet werden. 

Der Klonierungsvektor und die mit dem Vektor transformierte Wirtszelle werden erfindungsgemass 
ublicherweise dazu verwendet, urn die Kopienzahl des Vektors zu erhohen. Als Folge einer erhohten 
Kopienzahl konnen besagte Vektoren isoliert werden und beispielsweise dazu benutzt werden, die chimaren 
Gen-Sequenzen in Pflanzen- oder andere Wirtszeilen einzufuhren. 

45 Pfianzengewebe wird mit einem der oben beschriebenen Vektoren durch ein etabliertes Verfahren 
transformiert. Derartige. zum Transfer von DNA in Pflanzenzellen verwendete Verfahren sind der Fachwelt 
bekannt. Beispiele hierfur sind die direkte Infektion oder die Kokultivierung von Pflanzen, Pfianzengewebe 
oder -zellen mit A tumefaciens (Horsch et al., 1985; Marton, 1984), der direkte Gentransfer exogener DNA 
in Protoplasten (Paszkowski et al., 1984, EP 129,668, EP 164,575, Shillito et al.. 1985. Potrykus et al., 1985, 

so Lorz et al., 1985, Fromm et al., 1985 und 1986, GB 2,140,822 und Negrutiu et al.. 1987), die Inkubation in 
Gegenwart von PEG (Negrutiu et al.. 1987), die Mikroinjektion (Reich et al., 1986a und 1986b) sowie der 
Beschuss mit Mikroprojektilen (Klein et al„ 1987). 

Ein erfindungsgemasses Verfahren, das Toxin-Gen in Pflanzenzellen einzufuhren, ist, eine Pflanzenzelle 
mit Agrobacterium tumefaciens, das mit dem Toxin-Gen transformiert wurde, zu infizieren. Unter geeigne- 

55 ten, dem Fachmann bekannten Bedingungen werden die transformierten Pflanzenzellen kultiviert, damit sie 
Sprosse und Wurzeln bilden und sich letztlich zu transformierten, vermehrungsfahigen Pflanzen entwickeln. 
Die Gen-Sequenzen fUr das Toxin konnen in geeignete Pflanzenzellen beispielsweise mittels des Ti- 
Plasmids von A tumefaciens eingefuhrt werden. Das Ti-Plasmid wird bei der Infektion mit A tumefaciens 
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in Pflanzenzellen ubertragen und stabil in das pflanzliche Genom integriert (Horsch et al., 1984; Fraley et 
al., 1983). 

Ti-Plasmide enthalten zwei fur die Produktion transformierter Zellen wichtige Regionen. Die eine von 
ihnen, Transfer-DNA (T-DNA) genannt, induziert die Tumor-Bildung. Die andere, virulente Region genannt. 

5 ist wichtig fUr die Bildung, aber nicht die Aufrechterhaltung von Tumoren. Die T-DNA-Region, die in das 
pflanzliche Genom ubertragt, kann durch die Einfugung der Gen-Sequenz eines Enzyms vergrossert 
werden, ohne ihre Ubertragungsfahigkeit zu beeinftussen. Durch die Entfernung der Tumor-verursachenden 
Gene, so dass sie nicht langer storen konnen, kann das veranderte Ti-PIasmid anschliessend als Vektor fur 
den Transfer der erfindungsgemassen Gen-Konstrukte in eine geeignete Pflanzenzelle benutzt werden. 

70 Alle Pflanzenzellen, die mit Agrobacterium transformiert, und alle ausgewachsenen Pflanzen, die aus 
den transformierten Zellen regeneriert werden konnen, konnen ebenfalls erfindungsgemass transformiert 
werden, um so transformierte ausgewachsene Pflanzen zu produzieren, die das transferierte Toxin-Gen 
enthalten. 

Momentan gibt es insbesondere folgende zwei Wege, um Pflanzenzellen mit Agrobacterium zu 
75 transformieren: 

(1 ) Kokultivierung von Agrobacterium mit kultivierten isolierten Protoplasten; oder 

(2) Transformation von Zellen oder Geweben mit Agrobacterium, 

Verfahren (1) erfordert ein etabliertes Kultivierungssystem, das die Kultivierung von Protoplasten und 
die Regenerierung von Pflanzen aus kultivierten Protoplasten erlaubt. 
20 Verfahren (2) erfordert, dass (a) die Pflanzenzellen oder Gewebe durch Agrobacterium transformiert 
werden konnen und (b) in den transformierten Zellen oder Geweben die Regenerierung in ausgewachsene 
Pflanzen induziert werden kann. Um im binaren System eine Infektion zu erzielen, werden zwei Plasmide 
bendtigt: ein T-DNA-enthaltendes Plasmid und ein wr-Plasmid. 

Ein weiterer erfindungsgemasser Gegenstand ist, das Toxin-Gen durch Elektroporation in die Pflanzen- 
25 zellen einzufuhren (Fromm et al., 1985). Bei dieser Technik werden Pflanzen-Protoplasten in Gegenwart von 
Plasmiden, die das Toxin-Genkonstrukt enthalten, elektroporiert. Elektrische Impulse hoher Feldstarke 
permeabilisieren reversibel Biomembranen und erlauben somit die Einfuhrung der Plasmide. Elektroporierte 
Pflanzen-Protoplasten bilden neue Zellwande, teilen sich und bilden pflanziichen Kallus. Die Selektion der 
transformierten Pflanzenzellen, die das Toxin exprimieren, kann mit den phanotypischen Markern erfolgen, 
30 wie es oben beschrieben ist. 

Die exogene DNA kann in jeder Form zu den Protoplasten hinzugefugt werden, beispielsweise als 
nackte lineare, zirkulare oder superspiralisierte DNA, DNA, eingeschlossen in Liposomen, DNA in Spharo- 
plasten, DNA in anderen Pflanzenprotoplasten, DNA komplexiert mit Salzen, und dergleichen. 

Das genetische Material kann auch in die Pflanzenzelle transferiert werden, indem PEG verwendet wird, 
35 das einen Prazipitationskomplex mit dem genetischen Material bildet, der von der Zelle aufgenommen wird 
(Paszkowski et al., 1984). 

DNA kann auch in Pflanzenzellen transferiert werden, indem sie direkt in isolierte Protoplasten, 
kultivierte Zellen und Gewebe (Reich et al., 1986 a und b) sowie in meristematische Gewebe von 
Keimlingen und Pflanzen (de la Pena et al., 1987, Graves und Goldman, 1986, Hooykaas-Van Slogteren et 
40 al., 1984 und Grimsley et al., 1987 und 1988) mikroinjiziert wird. Transgene Pflanzen und deren Nachkom- 
menschaft werden durch der Fachwelt bekannte Verfahren erhalten. 

Ein anderes Verfahren, fremde DNA-Sequenzen in Pflanzenzellen einzufuhren, umfasst das Anheften 
besagter DNA an Partikel, die anschliessend den Pflanzenzellen mit Hilfe eines Apparates, wie er von Klein 
et al. (1988) beschrieben wird. eingeschossen werden. Jedes pflanzliche Gewebe oder pflanzliche Organ 
45 kann als Ziel dieser Prozedur verwendet werden, einschliesslich, aber nicht darauf beschrankt, Embryonen, 
apikale und andere Meristeme, Knospen, somatische und sexuelle Gewebe in vivo und in vitro. Transgene 
Zellen und Kallus werden gemass etablierter Verfahren ausgewahlt. In getroffenen Geweben wird die 
Bildung somatischer Embryonen und die Regenerierung von Sprossen induziert, um transgene Pflanzen 
gemass etablierter Verfahren zu erhalten. Die geeigneten Verfahren konnen entsprechend der verwendeten 
so Pflanzenart gewahlt werden. 

Die regenerierte Pflanze kann hinsichtlich der eingebauten fremden DNA chimar sein. Wenn die Zellen, 
die die fremde DNA enthalten, sich entweder in Mikro- oder Makrosporen entwickeln, wird die integrierte 
fremde DNA der sexuellen Nachkommenschaft vererbt werden. Wenn die Zellen, die die fremde DNA 
enthalten, somatische Zellen der Pflanze sind, werden nicht-chimare transgene Pflanzen durch konventio- 
m 55 nelle Verfahren der vegetativen Vermehrung entweder in vivo-, d.h. aus Knospen oder Stengelabschnitten, 
Oder in vitro gemass etablierter der Fachwelt bekannter Verfahren hergestellt. Solche Verfahren konnen 
entsprechend der verwendeten Pflanzenart gewahlt werden. 

Nach der Transformation der Pflanzenzelle oder der Pflanze konnen diejenigen Pflanzenzellen oder 
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Pflanzen, die so transformiert wurden, dass das Enzym exprimiert wird, durch einen geeigneten phanotypi- 
schen Marker selektioniert werden. Diese phanotypischen Marker sind beispielsweise Antibiotika-Resistenz. 
Es gibt andere phanotypische Marker, die der Fachwelt bekannt sind und ebenfalls erfindungsgemass 
benutzt werden konnen. 

5 Auf Grund der Vielzahl an unterschiedlichen Transformationsverfahren konnen im Prinzip alle Pflanzen- 
typen so transformiert werden, dass sie ein erfindungsgemasses Toxin exprimieren und dadurch resistent 
gegen Insekten werden. Bevorzugt sind im vorliegenden Fall jedoch Verfahren, die auf der Transformation 
mit Agrobacterium, insbesondere aber auf direktem Gentransfer beruhen. Beim direkten Gentransfer 
stehen die Verfahren im Vordergrund, bei denen Protoplasten transformiert werden. 

w Alle Pflanzen, die regenerierbare Protoplasten liefern, konnen erfindungsgemass transformiert werden, 
so dass ausgewachsene transgene Pflanzen gewonnen werden konnen, die das transferierte Toxin-Gen 
enthalten und gegen Insekten tolerant bzw. resistent sind. Geeignete Pflanzen sind beispielsweise Vertreter 
von Arten der folgenden Gattungen: 

Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, Trifolium, Trigonella, Vigna, Citrus, Unum, Geranium, Manihot, 

75 Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lycopersh 
con, Nicotiana, Solanum, Petunia, Dactyiis, Majorana, Cichorium, Heiianthus, Lactuca, Bromus, Aspara- 
gus, Antirrhinum, Hemerocallis, Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pennisetum, Ranunculus, Senecio, 
Salpiglossis, Cucumis, Browaiiia, Glycine, Loiium, Zea, Triticum, Sorghum und Datura. 

Es gibt immer mehr Anhaltspunkte dafGr, dass praktisch alle Pflanzen aus kultivierten Zellen oder 

20 Geweben regeneriert werden konnen, einschliesslich aller Hauptgetreidearten, Zuckerrohr, Zuckerrube, 
Baumwolle, Obst- und anderer Baume, Hulsenfruchte und Gemuse. Bisher ist wenig bekannt, ob alle diese 
Pflanzen mit Agrobacterium transformiert werden konnen. Arten, die natGrliche pfianzliche Wirte von 
Agrobacterium sind, konnten in vitro transformierbar sein. Einkeimbiattrige Pflanzen, insbesondere Getrei- 
de und GrSser, sind keine naturlichen Wirte von Agrobacterium. Bis kurzlich sind Versuche, sie mit 

25 Agrobacterium zu transformierten, erfolglos geblieben (Hooykaas-Van Slogteren et al., 1984), doch ver- 
mehren sich die Anzeichen, dass auch gewisse Monokotyledonen durch Agrobacterium transformiert 
werden konnen. Unter Verwendung neuartiger experimentetler Vorgehensweisen, die nun verfGgbar sind, 
konnen auch Getreide- und Grasarten transformiert werden. 

Beispiele von Pflanzengattungen. die durch Agrobacterium transformierbar sind, schliessen Ipomoea, 

30 Passiftora, Cyciamen, Mafus, Prunus, Rosa, Rubus, Populus, Santalum, Aiiium, Liiium, Narcissus, Ana- 
nas, Arachis, Phaseoius und Pisum ein. 

Die Regenerierung von Pflanzen aus kultivierten Protoplasten wird beispielsweise in Evans und Bravo 
(1983). Davey (1983). Dale (1983) und Binding (1985) beschrieben. 

Die Regenerierungsverfahren variieren von Pfianzenart zu Pflanzenart Im allgemeinen wird jedoch 

35 zuerst eine Suspension transformierter Protoplasten, die mehrfache Kopien des Toxin-Gens enthalten, 
hergestellt. Anschliessend wird in den Protoplasten-Suspensionen die Bildung von Embryonen bis zum 
Stadium der Reife und der Keimung als naturliche Embryonen induziert. Die Kulturmedium enthalten 
gewohnlicherweise verschiedene Aminosauren und Hormone, wie Auxine und Cytokinine. Vorteilhafterweise 
werden Glutaminsaure und Prolin dem Medium zugefugt, speziell bet Arten wie Mais und Alfalfa. Sprosse 

40 und Wurzeln entwickeln sich normalerweise gleichzeitig. Die wirkungsvolle Regenerierung hangt im allge- 
meinen vom Medium, dem Genotyp und der Vorgeschichte der Kultur ab. Wenn diese drei Variablen 
kontroliiert werden, sind solche Regenerierungen reproduzier- und wiederholbar. 

Die reifen transgenen Pflanzen, die aus den transformierten Pflanzenzellen gezogen wurden, werden 
selbstbefruchtet, urn Inzuchtpflanzen zu produzieren. Die Inzuchtpflanzen produzieren Samen, der das Gen 

45 fur das Toxin enthalt. Diese Samen konnen ausgesat werden, urn transgene Pflanzen zu produzieren, die 
das Toxin enthalten. 

Die erfindungsgemMssen Inzuchtpflanzen konnen beispielsweise benutzt werden, urn gegen Insekten 
tolerante Hybride zu produzieren. In diesem Verfahren wird eine gegen Insekten tolerante Inzuchtlinie mit 
einer anderen Inzuchtlinie gekreuzt und so das Hybrid erzeugt. 

so Aus den regenerierten Pflanzen erhaltene Teile, wie Blumen, Saatgut, Blatter, Zweige, Fruchte und 
dergleichen sind Bestandteil dieser Erfindung, vorausgesetzt, dass diese Teile die gegen Insekten toleran- 
ten Zellen enthalten. Die Nachkommenschaft sowie Varianten und Mutanten der regenerierten Pflanzen mit 
besagter Eigenschaft sind ebenfalls Bestandteil dieser Erfindung. 

Bei diploiden Pflanzen wird typischerweise ein Elter mit der Gen-Sequenz fUr das Toxin transformiert 

55 und der andere Elter ist ein Wildtyp. Nach Kreuzung der Eltern haben di Hybride der ersten Generation 
(Fi) eine Verteilung von 1/2 Toxin/Wildtyp : 1/2 ToxinAWildtyp. Diese Hybride. der ersten Gen ration (Fi) 
werden selbstbefruchtet, urn Hybride der zweiten Generation (F 2 ) zu produzieren. Die genetische Verteilung 
der F 2 -Hybride ist 1/4 Toxin/Toxin.: 1/2 Toxin/Wildtyp : 1/4 Wildtyp/Wildtyp. Die F 2 -Hybride mit der 
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genetischen Ausstattung Toxin/Toxin werden als die gegen Insekten toleranten Pflanzen ausgewahlt. 

Der Begriff "Variants " beschreibt hier und im folgenden phanotypische Anderungen, die stabil und 
vererbbar sind, einschliesslich vererbbarer Variation, die sexuell auf die Nachkommen von Pflanzen 
ubertragen wird, vorausgesetzt, die Variante ist immer noch eine gegen Insekten tolerante Pflanze. 
5 Ausserdem beschreibt der Begriff Mutante hier und im folgenden eine Variation als Ergebnis von Umweltbe- 
dingungen, wie Strahiung, oder als Ergebnis genetischer Variation, in der eine Eigenschaft meiotisch, den 
gut bekannten Vererbungsgesetzen folgend, vermittelt wird. Die mutierte Pflanze muss jedoch immer noch 
die erfindungsgemasse Toleranz gegenuber Insekten aufweisen. 

to 

VI. Verwendung der selektiv auf Insekten wirkenden Toxine, urn insektizide Mikroben zu verbessern 

Das selektiv auf Insekten wirkende Toxin allein Oder in Kombination mit irgendeinem der weiter oben 
erwahnten Stoffe kann benutzt werden, urn die Toxizitat insektizider Mikroben zur erhohen. Verschiedene 

75 Baculoviren, einschliesslich derer, die Heliothis virescens (Baumwolleule), Orgyia pseudotsugata - 
(Tragspinner der Douglasie), Lymantia dispar (Grosser Schwammspinner), Autographies californica, 
Neodiprion sertifer (Europaische Fichtenfliege) und Laspeyresia pomonetla (Apfelwickler) infizieren, sind 
bereits als Pestizide registrtert und eingesetzt worden. Die Einfuhrung eines selektiv aus auf Insekten 
wirkenden Toxins in ihr Genom konnte ihre pestizide Wirkung verstarken. Verfahren, fremde Gene in das 

20 Genom von Baculoviren einzufOhren, sind in US 4,745,051 und EP 175,852 offenbart. EP 225,777 
beschreibt die Produktion eines mikrobiellen Insektizids, das gegen zwei Insektenarten wirksam ist und auf 
der Konstruktion eines rekombinanten Baculovirus, der DNA-Segmente zweier Arten von Nuclear Polyhe- 
drosis (Baculovirus) Virus enthalt, b'asiert. Verschiedene Pilze sind ebenfalls fahig, Insekten zu infizieren. 
Die Einfuhrung des selektiv gegen Insekten wirkenden erfindungsgemassen Toxins in das Genom derartiger 

25 Pilze kann deren insektizide Wirkung verstarken. Beau varia bassania und B. brongniartii haben einen 
weiten Wirtsbereich und sind als Kandidaten fur mikrobielle Pestizide vorgeschlagen worden (siehe den 
Ubersichtsartikel von Miller et at.. 1983). Unabhangig von R thuringiensis sind andere Bakterien als 
Agentien zur Bekampfung von Insekten in Betracht gezogen worden, einschliesslich B. popHliae, B. 
fentimorbus und B. sphaericus. Ihr Potential als Insektizide kann dadurch verstarkt werden, dass ihre 

30 Wirkung durch den Einbau eines erfindungsgemassen Gens fdr ein selektiv auf Insekten wirkendes Toxin in 
ihr Genom erhoht wird. 



VII. Applikation der Toxine als Insektizide auf Pflanzen 

35 

Die Verleihung einer insektizid wirksamen Menge eines oder mehrerer Toxine kann durch externe 
Verabreichung erfolgen. Diese Verabreichung des Toxins an die Pflanzen oder Pfianzenteile kann entweder 
direkt oder in die Umgebung der Pflanzen oder Pfianzenteile erfolgen. 

Das naturliche Toxin und/oder sein rekombinantes Aquivalent kann auf vielerlei Arten formufiert und 
40 verabreicht werden, beispielsweise in Pulver- oder Kristallform, als Suspension, als emulgierte Suspension, 
als Staub, Pellet, in Kornerform, in Kapseln, in Mikrokapseln, als Aerosol, als Losung, Gel oder in anderen 
Dispersionen. Diese Erfindung betrifft deshalb auch ein Mittel, das ein oder mehrere der besagten Toxine 
zusammen mit Zusatzstoffen enthalt, zur Verabreichung an Pflanzen. 

Die erfindungsgemassen Mittel werden allgemein an Pflanzen oder Pfianzenteile in Ublichen landwirt- 
45 schaftlichen Formulierungen verabreicht, die einen oder mehrere landwirtschaftliche Tragermaterialien 
enthalten. Brauchbare landwirtschaftliche Tragermaterialien sind Stoffe, die dazu verwendet werden, eine 
Aktivsubstanz in einem Mittel zu losen, zu verteilen oder zu verdunnen, ohne die biologische Wirkung der 
Substanz zu beeintrachtigen. Ein derartiger Tragerstoff hat selbst keinen schadlichen Einfluss auf den 
Boden, die Ausrustung, die Ernteerzeugnisse oder das agronomische Umfeld. Das erfindungsgemasse 
so Mittel kann entweder eine feste oder flQssige Formulierung oder eine Losung sein. Der Stoff kann als 
benetzbares Pulver oder als ein emulgierfahiges Konzentrat formuliert sein. 

Zusatzliche Stoffe konnen als Hilfsmittel eingeschlossen sein, das waren Benetzungs-, Spreitungs-, 
Verteilungs- oder Bindemittel gemass gebrauchlicher landwirtschaftlicher Praktiken. 

Eine weitere Gruppe von Hilfsmitt In konnen Verstarker der Toxinaktivitat sein. Derartige Verstarker 
55 konnen Lektine, amphipathische Peptide, amphipathische Proteine oder Protease-Inhibitoren sein. 

Formulierungshilfstoffe fGr Insektizide sind dem Fachmann hinlanglich bekannt. 

Zusammengefasst betrifft die vorliegende Erfindung somit unter anderen folgende bevorzugte Ausfuh- 
rungsformen: 
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Ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin mit nachfolgender Aminosauresequenz: 
VRDAYIAKNY NCVYECFRDA YCNELCTKNG ASSGYCQWAG KYGNACWCYA LPDNVPIRVP GKCR. 

.Eine rekombinante DNA enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren. wobei besagte DNA- 
Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin Oder ein funktionsfahiges Derivat oder BruchstOck 
5 davon kodiert 

Bne rekombinante DNA enthaltend eine DNA-Sequenz, wobei besagte DNA-Sequenz erhaltlich ist aus 
Tieren, vorteilhafterweise aus Arthropoden, vor allem aus Vertretern der Klassen Arachnida (Spinnentiere) 
oder Chilopoda (Hundertfussler), insbesondere aus Vertretern der Ordnung Scorpiones sowie der Gattung 
Scolopendra. und ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin kodiert oder ein funktionsfahiges Derivat 
jo oder BruchstUck davon, wobei besagte DNA-Sequenz in einer in Pflanzen exprimierbaren Form vorliegt. 

Eine rekombinante DNA enthaltend eine DNA-Sequenz. wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv 
gegen Insekten wirkendes Toxin mit der Aminosauresequenz: 

KKNGYAVDSS GKAPECLLSN YCNNQCTKVH YADKGYCCLL SCYCFGLNDD KKVLEISDTR KSYCDTTIIN, 
DGYIRKRDGC KLSCLFGNEG CNKECKSYGG SYGYCWTWGL ACWCEGLPDE KTWKSETNTC G, 
75 DGYIRKKDGC KVSC(V/I)IIGNEG CRKECVAHGG SFGYCWTWGL ACWCENLPDA VTWKSSTNTC G, 
DGYIKRRDGC KVACLIGNEG CDKECKAYGG SYGYCWTWGL ACWCEGLPDD KTWKSETNTC G. 
ALPLSGEYEP CVRPRKCKPG LVCNKQQICV DPK oder 

VRDAYIAKNY NCVYECFRDA YCNELCTKNG ASSGYCQWAG KYGNACWCYA LPDNVPIRVP GKCR oder 
ein funktionsfahiges. Derivat oder Bruchstuck davon kodiert. 
20 Einen Vektor enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren, wobei besagte DNA-Sequenz ein 
selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruchstuck davon kodiert 
und in einer Pflanzen exprimierbaren Form vorliegt 

Einen Wirtsorganismus enthaltend eine DNA-Sequenz erhSlttich aus Tieren. wobei besagte DNA- 
Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat Oder Bruchstuck 
25 davon kodiert und in einer in Pflanzen exprimierbaren Form vorliegt. 

Eine transgene Pflanzenzelle enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren, vorteilhafterweise aus 
Arthropoden. vor allem aus Vertretern der Klassen Arachnida (Spinnentiere) oder Chilopoda - 
(Hundertfussler) insbesondere aus Vertretern der Ordnung Scorpiones sowie der Gattung Scolopendra. 
wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat 
30 oder BruchstUck davon kodiert. 

Eine transgene Pflanzenzelle enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren, vorteilhafterweise aus 
Arthropoden, vor allem aus Vertretern der Klassen Arachnida (Spinnentiere) oder Chiiopoda - 
(Hundertfussler), insbesondere aus Vertretern der Ordnung Scorpiones sowie der Gattung Scolopendra. 
wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat 
as oder Bruchstuck davon kodiert und stabil in das pflanzliche Genom integriert ist 

Eine transgene Pflanzenzelle enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren, vorteilhafterweise aus 
Arthropoden, vor allem aus Vertretern der Klassen Arachnida (Spinnentiere) oder Chilopoda - 
(Hundertfussler), insbesondere aus Vertretern der Ordnung Scorpiones sowie dr Gattung Scolopendra. 
wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat 
40 Oder BruchstOck davon kodiert und in exprimierbarer Form vorliegt. 

Eine transgene Pflanzenzelle, die das von besagter DNA-Sequenz kodierte selektiv gegen Insekten 
wirkende Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder BruchstOck davon exprimiert 

Eine transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut enthaltend eine DNA- 
Sequenz erhaltlich aus Tieren, vorteilhafterweise aus Arthropoden. vor allem aus Vertretern der Klassen 
45 Arachnida (Spinnentiere) oder Chilopoda (Hundertfussler), insbesondere aus Vertretern der Ordnung 
Scorpiones sowie der Gattung Scolopendra. wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten 
wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruchstuck davon kodiert. 

Eine transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut enthaltend eine DNA- 
Sequenz erhaltlich aus Tieren, wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin 
so oder ein funktionsfahiges Derivat oder BruchstOck davon kodiert und stabil in das pflanzliche Genom 
integriert ist. 

Eine transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut enthaltend eine DNA- 
Sequenz erhaltlich aus Tieren, wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin 
oder ein funktionsfahiges Derivat oder BruchstOck davon kodiert und in exprimierbarer Form vorliegt 
55 Eine transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut, die das von besagter 
DNA-Sequenz kodierte Toxin oder ein funktionsfahig s Derivat oder Bruchstuck davon exprimiert 

Einen transgenen Mikroorganismus enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren, vorteilhafterwei- 
se aus Arthropoden, vor ailem aus Vertretern der Klassen Arachnida (Spinnentiere) oder Chilopoda - 
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(Hundertfussler), insbesondere aus Vertretern der Ordnung Scorpiones sowie der Gattung Scolopendra, 
wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahig s Derivat 
oder Bruchstuck davon kodiert. 

Einen transgenen Mikroorganismus enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren, wob i besagte 

s DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruch- 
stiick davon kodiert und stabil in das Genom integriert ist. 

Einen transgenen Mikroorganismus enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren, wobei besagte 
DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruch- 
stGck davon kodiert und in exprimierbarer Form vorliegt. 

70 Einen transgenen Mikroorganismus. der das von besagter DNA-Sequenz kodierte Toxin oder ein 
funktionsfahiges Derivat oder Bruchstuck davon exprimiert 

Einen Antikorper gegen ein selektiv auf insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder 
BruchstQck davon, erhaltlich aus Vertretern der Ordnung Scorpiones oder der Gattung Scofopendra. 

Ein insektizides Mittel enthaltend als Wirksubstanz ein aus Tieren erhaltliches, selektiv gegen Insekten 

75 wirkendes, vorzugsweise rekombinantes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruchstuck davon. 

Ein Verfahren zur Bekampfung von phytopathogenen Insekten, dadurch gekennzeichnet, dass man auf 
das Insekt oder dessen Lebensraum einen transgenen Mikroorganismus enthaltend eine DNA-Sequenz 
erhaltlich aus Tieren, vorteilhafterweise aus Arthropoden, vor allem aus Vertretern der Klassen Arachnida - 
(Spinnentiere) oder Chilopoda (Hundertfussler), insbesondere aus Vertretern der Ordnung Scorpiones 

20 sowie der Gattung Scofopendra, wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin 
oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruchstuck davon kodiert, wobei besagte DNA-Sequenz in exprimier- 
barer Form vorliegt und stabil in das Genom integriert ist, Oder ein Mittel enthaltend als Wirksubstanz ein 
aus Tieren erhaltliches, selektiv gegen Insekten wirkendes, vorzugsweise rekombinantes Toxin oder ein 
funktionsfahiges Derivat oder Bruchstuck davon, in einer insektizid wirksamen Menge appliziert. 

25 Ein Verfahren zum Schutz von Kulturpflanzen vor Schaden durch phytopathogene Insekten, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die Kutturpflanze mit einer rekombinanten DNA transformiert, wobei die rekombi- 
nante DNA eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren enthalt, wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv 
gegen insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder BruchstQck davon kodiert, und dass 
weiterhin das besagte gegen Insekten wirkende Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruchstuck 

30 davon in einer insektizid wirksamen Menge in der Pfianze exprimiert wird. 

Zum besseren Verstandnis wird die allgemeine Beschreibung nachfolgend durch nicht-limitierende 
Beispiele erganzt. 



35 BEISPIELE 



Beispiel 1 : Reinigung, Primarstruktur und Wirkungsweise von LqhP35 

40 Das Rohgift des Skorpions L quinquestriatus hebraeus wird durch elektrisches Melken (Zlotkin und 
Gordon, 1985) im Feld gesammeiter Skorpione und nachfolgende Lyophiiisierung gewonnen. Das erregen- 
de, auf Insekten wirkende Toxin AalT, das aus dem Gift des Skorpions Androctonus australis stammt, wird 
gemass Zlotkin et al. (1971a) gereinigt. Das gegenuber Saugetieren wirksame a-Toxin AaH2 wird von Prof. 
H. Rochat (Fac. Medicine, Biochimie, Marseille. Frankreich) bezogen. 

45 Die Sarcophaga falculata-Larven (100 bis 130 mg KG) werden im Labor gemass Zlotkin et al. (1971b) 
gezuchtet. Hemilepistus spec. (Asseln, terrestrische Crustaceen)(300 bis 400 mg KG) werden im Feld 
gesammelt und Albino-Labormause (Variante "Sabra") werden von der Labortierfarm der Hadassah Medical 
School, Jerusalem, gekauft. 

Die Synaptosomen von Heuschrecken und die davon abstammenden Membranvesikel werden aus 

so Homogenaten der zerschnittenen Zentralnervensysteme von Locusta migratoria gemass Zlotkin und 
Gordon (1985) erhalten. 

Die lethalen und lahmenden Wirkungen der toxischen Substanzen werden durch subkutane Injektionen 
bestimmt. Schmeissfliegen-larven werden in einem Test verwendet, bei dem sich eine neue Symptomatolo- 
gie f ausgedrOckt als eine verzogerte und anhaltende spastische LShmung, zeigt, indem ihnen 2 bis 10 
55 uI/100 mg KG in die Zwischensegmentmembran eines Abdominalsegments injiziert wird. Die Bestimmung 
der lahmenden Einheit (PU) basiert auf der Unbeweglichkeit, die von einer Kontraktion des Tieres begleitet 
ist. 5 Minuten nach der Injektion. Assein, denen 1 bis 5 ul/300 mg KG zwischen Thorax und Abdomen 
injiziert wird, werden fOr die Bestimmung der PU, basierend auf einer kompletten Unbeweglichkeit 5 
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Minuten nach der Injektion, benutzt. Mause werden zur Bestimmung der LDso (Dosis. die fur 50 % der 
Tiere lethal ist), die 24 Stunden nach der Injektion bestimmt wird, benutzt. Die Probennahme und die 
Bestimmung der 50 % Endpunkte (PU und LD 5 o-Dosen) basiert auf Reed und Muench (1938). 
Drei verschiedene Saulenchromatographie-Verfahren werden benutzt: 

s (a) Molekularsiebsaulen mit Sephadex G50 Gel (Pharmacia, Schweden) mit dem fluchtigen 

Ammoniumacetat-Puffer: 1650 A 28 o-Einheiten L quinquestriatus hebraeus-G\h (entsprechen 2 g Rohgift 
nach wassriger Extraktion und zweimaliger Sephadex G50 Saulenchromatographie) werden wiederholt auf 
eine Serie von vier Saulen [4x(1 00x3,2 cm)] aufgetragen, die mit 45 mlAStunde 0,1 M Ammoniumacetat- 
Puffer pH 8,5 aquiiibriert und eluiert werden (Zlotkin et al, 1971a). Die verschiedenen Fraktionen werden 

10 entsprechend dem Elutionsprofil gesammelt. Die Fraktion IV (A 28 o = 200 Einheiten) fuhrt zu Lahmung und 
Lethalitat bei Schmeissfliegen, Asseln und Mausen. 

(b) Kationenaustauschchromatographie uber Carboxymethylcellulose (CM52. Whatman, England) mit 
Konzentrationsgradienten-Elution mit Ammoniumacetat-Puffer: 23 mg (31,5 A 28 o-Einheiten Fraktion IV, a) 
werden auf eine 10 ml Saule aufgetragen, die mit dem Kationenaustauscher CM-Cellulose CM52 (Whatman, 

75 England) gefUllt und mit 10 ml/Stunde 0,01 M Ammoniumacetat-Puffer pH 6,4 aquiiibriert ist. Der erste 
Elutionsschritt wird unter Gleichgewichtsbedingungen durchgefUhrt und fOhrt zu Fraktionen (a) und (b), die 
bei Sarcophaga-Larven zur Lahmung fiihren. Der zweite Elutionsschritt wird mit einem linearen Konzentra- 
tionsgradienten von 0,1 bis 0,5 M durchgefuhrt und fuhrt zu Fraktionen (c), (d) und (e), deren Toxizitat 
gegenuber Fliegenlarven und Mausen in Tabelle 1 abgelesen werden kann. 

20 (c) HPLC Reverse Phase Chromatographie mit einer TSK-RP-CL8-Saule (LKB, Schweden): Puffer: A 

0,1 % TFA f B 0,1 % TFA, Acetonitril: Isopropanol = 1:1. B-Gradient: 0 Zeit 5 % f 15 Minuten 20%, 75 
Minuten 50 %. Durchflussrate 1 ml/Minute. 

Platten-Gelelektrophorese wird in zwei Formen durchgefuhrt: 

(a) SDS-PAGE in Gegenwart von Harnstoff (Swank und Munkres, 1971): Die Auftrennungen werden in 
25 einem kontinuieriichen Minigel (60x80x1,5 mm) durchgefuhrt, bei einer Polyacrylamid-Konzentration von 

12,5 % und in Gegenwart von 8 M Harnstoff. 

(b) Analytische isoelektrische Fokussierung in Polyacrylamid in Gegenwart von Ampholinen (LKB. 
Technical Bulletin 1217-2001 ME). 

Die Proteinmenge wird gemass Lowry et al. (1951) mit RSA als Vergleich bestimmt. 

30 Das LqhP35-Toxin wird alkyliert und mit 4-Vinylpyridin reduziert, indem Proben mit 6 M Guanidin-HCI, 1 
M Tris-HCI pH 8,6, 10 mM EDTA und 20 mM Dithiothreitol eine Stunde lang bei 37* C inkubiert werden. 4- 
Vinylpyridin (Sigma, USA) wird bis zu einer Endkonzentration von 50 mM hinzugefugt und die Inkubation 
wird fur eine Stunde bei Raumtemperatur fortgesetzt. Das modifizierte Protein wird durch HPLC iiber eine 
Vydac-C-8- Oder Hypersil-ODS-Saule in 0,1 % Isopropanol : Acetonitril = 1:1 entsalzt. Peptide werden 

35 durch Abbau des reduzierten und alkylierten Proteins mit Asp-N, Lys-C und Trypsin (Boehringer Mannheim. 
USA) gemass den vom Hersteller angegebenen Vorschriften erhalten. Peptide weden durch saure Teilh- 
ydrolyse erhalten. Die Peptide werden durch HPLC uber eine Hypersil-ODS-Saule in 0,1 % TFA getrennt, 
mit einem Isopropanol : Acetonitril =1:1 -Gradienten von 0 bis 60 %. Die Aminosaurensequenzanalyse 
wird durch einen automatisierten Edman-Abbau mit einem Applied Biosystems 470A Gasphase Sequencer 

40 (USA) durchgefuhrt. Phenylthiohydantoin-Aminosauren werden mit Hilfe des On-line Applied Biosystems 
120APTH Analyzers durchgefuhrt. Jede Sequenz wird mit wenigstens zwei getrennten Bestimmungen 
bestatigt [Allen, 1981, Inglis, 1980 (Inglis, A. et al., in Birr, C. (Hrsg.) Methods in Peptide and Protein 
Sequence Analysis, Proc. Int. Conf. 3rd., Elsevier, Amsterdam, 329, 1980)]. Fur Sequenzvergleiche sind die 
Aminosaurensequenzen zur Erreichung maximaler Homologie mit Hilfe der Profilanalyse der Genetics 

45 Computing Group der Universitat von Wisconsin abgeglichen (Devereux et a!., 1984). Der Anteil der 
Gesamtpositionen, die identische Reste enthaiten, wird berechnet. 

Gemass Zlotkin und Gordon (1985) werden mit 125 1 markiertes AalT hergestellt und Bindungsstudien 
zur kompetitiven Ersetzbarkeit durchgefuhrt. 

Preparation eines Insektenaxons. Sogenannte voltage clamp and current clamp-Experimente werden mit 

so Riesenaxonen durchgefuhrt, die aus den abdominalen Nervenstrangen der Schabe Periplaneta americana 
geschnitten wurden (Pichon und Boistel, 1967). Die normale physiologische Kochsalzlosung hat die 
folgende Zusammensetzung: 200 mM NaCI, 3,1 mM CKI, 5,4 mM CaCI 2 . 5,0 mM MgCI 2 . Der pH wird mit 
einem Phosphat-Carbonat-Puffer (2 mM NaHC0 3 , 0,1 mM NaH 2 PO*) auf 7,2 gehalten. Current clamp- 
Experiment werden bei 20 bis 22* C f voltage clamp-Experimente bei 12± 0,5* C durchgefOhrt. 

55 4-AP (di Konzentrationen werden im Text angegeben) wird verwendet. um selektiv den Kaltumstrom zu 
blockieren (Pelhate und Pichon, 1974), und synthetisches STX (2 x 10~ 7 M) wird fur die selektive. 
reversibi Blockag d r Natriumstrome verwendet (Sattelle et al., 1979). Die gereinigten Skorpiontoxine 
werden in Gegenwart von RSA (Fraktion V, Armour Co., USA) im Verhaitnis 1 : 10 (w/v) lyophilisiert. 
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Preparation einer einzelnen Skelettmuskelfaser aus Saugetieren. Voltage clamp-Experimente und Cur- 
rent clamp-Experimente werden bei Raumtemperatur (18 bis 22* C) an einzelnen Muskelfasern durchge- 
fuhrt, die aus dem sogenannten slow twitch-Soleus-Muskel der Ratte Rattus norvegicus isoliert wurde 
(Duval und Lioty, 1978). Die normale physiologische Kochsaizlosung hat die folgende Zusammensetzung: 

5 140 mM NaCI, 6mM KCI, 3mM CaCI 2 , 5,0 mM-Glucose. Der pH wird mit 6,5 mM Tris HCI auf 7,3 
eingestellt. 10 mM TEA und 2mM 3,4-DAP werden dem Bad hinzugefugt, urn den Kaliumstrom zu 
blockieren, und 1 uM TTX wird verwendet,um den Natriumstrom zu blockieren (Duva! und Lioty. 1980). 

B. Isolierung eines Faktors, der eine verzogerte und anhaitende Kontraktion von Schmeissfliegen-Larven 
induziert. 3,7 g lyophilisiertes Rohgift des Skorpions L q. hebraeus wird folgendermassen erhalten: (1) 

70 wassrige Extraktion und Lyophilisation; (2) Auftrennung des lyophilisierten wassrigen Extraktes auf einer 
Sephadex G50-Saule mit 0,1 M Essigsaure, urn hochmolekulare Mucoproteine zu entfernen; (3) Auftren- 
nung der lyophilisierten toxischen Fraktionen, die durch die obige Sephadex-Essigsaure-Saule erhalten 
wurden, uber eine Sephadex G50-Saule mit einem 0,1 M Ammoniumacetatpuffer pH 8,5 um niedermoleku- 
lare Pigmente, die nicht aus Protein bestehen, zu entfernen. Die lyophilisierten toxischen Fraktionen, die im 

75 obigen Schritt (3) erhalten wurden, werden durch wiederholte Passagen Ober eine Serie von vier Sephadex 
G50-Saulen unter den oben genannten Bedingungen getrennt. Dieses Vorgehen resultiert in der Auftren- 
nung von vier Hauptfraktionen (I bis IV). Fraktion IV (entspricht etwa 12 % des geladenen Proteins) induziert 
nach der Injektion in Fliegenlarven eine recht ungewohnliche Mischung von Symptomen einschliesslich 
Erschlaffung (typisch fUr die hemmenden auf Insekten wirkenden Toxine) und auch Kontraktivitat (typisch 

20 fur die erregenden auf Insekten wirkenden Toxine), die jedoch nach einer Verzogerung auftreten und eine 
verlangerte Dauer haben. Fraktion IV is auch moderat lethal fOr Mause (LDso 50ug/20 g KG). Diese 
Lethalitat wird von erregenden Symptomen der Vergiftung begleitet, die typisch fur die Gifte von Buthinae 
Skorpionen und fGr die von ihnen abgeleiteten, auf Saugetiere wirkenden Toxine sind (Rochat et al., 1979). 
Die Auftrennung der obigen Fraktion IV uber eine Kationenaustauscher (CM52) Sauie ergibt eine Reihe 

25 von Fraktionen (a bis e). Die Fraktionen a und b induzieren die erschlaffende Lahmund von 
Schmeissfliegen-Larven, die typisch fur hemmende auf Insekten wir kende Toxine ist (Zlotkin, 1986). Die 
Fraktionen, c, d und e zeigen jedoch eine Toxizitat gegen Mause (Tabelle 1) und eine klare neue 
Symptomatologie gegen Schmeissfliegen-Larven, die sich im Vorkommen einer verzogerten und anhalten- 
den (langdauernden) Kontraktionslahmung ausdruckt. Wie in Tabelle 1 gezeigt, zeigen die Fraktionen c, d 

30 und e verschiedene Grade der obigen verzogert-anhaltenden Kontraktionslahmung und Lethalitat fur 
Mause. Fraktion d, die die hochste Toxizitat gegen Schmeissfliegen und die niedrigste Toxizitat gegen 
Mause hat, wird weiter gereinigt. 

Tabelle 1 

35 



Toxizitat der Fraktionen c, d und e [CM52-Chromatographie] gegen 
Schmeissfliegen-Larven und Mause 


Test 


Fraktion 


c 


d 


e 


Schmeissfliegen-Larven PUso a (ug/100 mg KG) 
Maus-Lethalitat LD S o b 


0,054 
12,0 


0,028 
120,0 


0,7 
25.0 



a Eine 5 Minuten nach der Injektion unbewegliche und kontrahierte Larve wird als positive 
Antwort angesehen. 

b Die Lethalitat wird nach 24 Stunden bestimmt. Die LDso der Fraktion IV fur Mause 
entspricht 40 ng/20 g KG. 



Die endguitige Reinigung des neuen, Schmeissfliegen-Larven beeintrachtigenden Faktors wird durch 
einen zusatzlichen Chromatographie-Schritt Uber eine Reverse Phase Sauie in einem HPLC-System 
erreicht. Das endgUltige Produkt wird als LqhP35-Toxin bezeichnet (Lqh bezeichnet den Skorpion, P die 
Lahmung und 35 entspricht der Auftrennungs-Zeit auf der HPLC-Saule). Das resultierende Produkt enthalt 
55 etwa 30 % des Proteingehatts der CM52-Fraktion "d" und etwa 60 % von deren Aktivitat gegen 
Schmeissfliegen-Larven. Seine Reinheit und Eigenschaften werden mit SDS-PAGE (zeigt ein MG von etwa 
5 kD) und durch analytische isoelektrische Fokussierung (zeigt einen pi von etwa pH 9.0) GberprGft. 

C. Bestimmung der Primarstruktur des LqhP35-Toxins. LqhP35 ist ein einfachkettiges, aus 64 Amino- 
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sauren bestehendes Protein mit einem MG von etwa 7 kD (MG = 7255), das typisch fur verschiedene 
Toxine aus Skorpiongift ist (Possani, 1984). Die vorliegende MG-Bestimmung stimmt im wesentlichen mit 
der obigen SDS-PAGE uberein, die nur un gefahre Daten mit einer erwarteten Ungenauigkeit von 
wenigstens 20 % ergibt (Swank und Munkres. 1971). Der hohe isoelektrische Punkt (pi), der durch 

s analytische isoelektrische Fokussierung erhalten wird. stimmt im wesentlichen mit der Sequenzanalyse 
Uberein, die einen Uberschuss von positiv geladenen Bestandteilen gegenOber den negativ geladenen. 
einschliesslich dem Vorkommen von drei Argininen (pK = 12,48) offenbart. Die hydrophoben Aminosauren. 
die ein Drittel der Bestandteile ausmachen, sind gleichmassig uber die Lange des Molekuls verteilt. Es wird 
angenommen, dass die acht Cysteine vier Disulphidbrucken bilden. Diese Annahme wird indirekt durch den 

io pl-Wert (pH 9,0 bis 9,2) des LqhP35-Toxins angezeigt. Bel dem obigen pH-Wert wurden die Sulfhydrylgrup- 
pen, wenn sie frei waren, negative Ladungen beitragen, die auf ihre lonisierung zurOckzufuhren sind. und so 
den" pl-Wert erniedrigen. Das Vorkommen eines Cystein-Arginins am C-Terminus wie beim LqhP35-Toxin 
ist bereits beim gegen Saugetiere wirkenden LqqIV a-Toxin aus dem Gift des verwandten Skorpions L q. 
quinquestriatus gezeigt worden (Possani, 1984). 

75 D. Biotogische Aktivitat des LqhP35-Toxins. Symptomatoiogie. Im Gegensatz zu den erregenden auf . 
Insekten wirkenden Toxinen. die eine sofortige und vorubergehende Kontraktionslahmung von 
Schmeissfliegen-Larven bewirken. induziert das LqhP35-Toxin eine verzogerte und anhaltende Kontraktions- 
lahmung. . . 
Toxizitat. Die lahmende und iethale Kraft des LqhP35-Toxins gegenuber Arthropoden und Mausen ist in 

20 Tabelle 2 dargestellt. 

Tabelle 2 



Toxische Aktivitat des LqhP35-Toxins 


Testtier 


Wirkung 


EDso-Wert 


Schmeissfliegen-Larve 

Asseln 

Maus 


verzogerte anhaltende Kontraktionslahmung (PU) 
Lahmung innerhalb von 5 Minuten (PU) 
Lethalitat nach 24 Stunden (LD 5 o) 


14ng/100mg KG 
20ng/100mg KG 
100ug/20g KG a 



a Etwa zwei Grossenordnungen weniger toxisch als die gewohnlichen, auf Saugetiere wirkenden. 



aus Skorpiongift abgeleiteten Toxine (Rochat et al. f 1979). 



35 Bindungsversuche. 210 ul Reaktionsmischung enthalt 1,5 nM ,2S I AalT, 40 ug Protein in Form von 
synaptosomalen Membranvesikeln aus Heuschrecken (Zlotkin und Gordon, 1985) und zunehmende Konzen- 
trationen der kompetierenden Substanz im Standard-Bindungsmedium [0,15 M Cholinchlorid, 1 mM MgSO*. 
2 mM CaCI 2 , 0.1 % BSA (Zlotkin und Gordon. 1985)]. Die Membranen werden 40 Minuten bei 22 C 
inkubiert. Die Trennung zwischen dem freien und dem Membran-gebundenen 125 1 AalT wird mit einem 

40 raschen Filterverfahren durchgefuhrt (Zlotkin und Gordon. 1985). Die Bindung des markierten Toxins, 
gemessen in Gegenwart eines grossen Oberschusses an nicht-markiertem Toxin (1 uM) wird als unspezifi- 
sche Bindung definiert. 

Im Gegensatz zu den erregenden (Zlotkin et a!., 1985, Gordon et al., 1984) und den hemmenden 
(LqqlT2. Zlotkin et al., 1985) Toxinen ist das LqhP35-Toxin unfahig, das 12S I AalT-Toxin in einem 

45 synaptosomalen Heuschrecken-PrSparat zu verdrangen. Dies kann anzeigen, dass das LqhP35-Toxin 
bestimmte Bindungsstellen hat, die sich von denen der obigen erregenden und hemmenden. gegen 
Insekten wirksamen Toxine unterscheiden. 

Elektrophysiologische Studien. Das LqhP35-Toxin wird unter current and voltage clamp-Bedingungen an 
zwei verschiedenen Praparaten einer erregbaren Membran untersucht: am isolierten Riesenaxon von 

50 Periplaneta americana und an der isolierten Skelettmuskelfaser der Ratte. Die Wirkung des LqhP35-Toxins 
auf die Aktionspotentiaie des Schaben-Axons wird bestimmt, indem Aktionspotentiale in Anwesenheit des 
Toxins durch einen kurzen (0,5 msec) depoiarisierenden Strom von 10 nA hervorgerufen werden. Die 
Wirkung des LqhP35-Toxins auf den Na*-Strom des Schaben-Axons wird in einem sogenannten voltage 
clamp-Experiment in Gegenwart von 2 x 10~ 4 M 3.4-DAP bestimmt. Di Wirkung des LqhP35-Toxins auf 

55 die Aktionspotentiale der isolierten Sk lettmuskeifaser der Ratte wird bestimmt, indem Aktionspotentiale in 
normaler Ringer-Losung und nach externer Verabreichung des Toxins verglichen werden. Die Wirkung von 
LqhP35 auf lonenstrome der isolierten Skelettmuskelfaser der Ratte wird bestimmt, indem das Membranpo- 
tential auf bestimmten Werten festgehalten wird (voltage clamp-Experiment)(schrittweise Depolarisierung 
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von einem Ruhepotential von -90 mV bis -40 mV). 

In beiden Praparaten induziert das Toxin im wesentlichen denselben Effekt, die Veriangerung des 
induzierten Aktionspotentials, die auf die offensichtliche Hemmung der Natriurn-lnaktivierung zuruckzufuhren 
ist. Das Toxin beeintrachtigt oder verandert nicht (a) die Amplitude des Aktionspotentials, (b) die Hohe des 
5 Ruhepotentials der Membran und (c) die Kalium-Leitfahigkeit. 

Das LqhP35-Toxin zeigt eine offensichtliche Vorliebe gegenuber der erregbaren Membran von Insekten, 
wenn seine AktivitSt mit der des wirkungsvollenvollen, gegen Saugetiere wirksamen Toxins AaH2 verglichen 
wird, das mit denselben Praparaten untersucht wird. Unter den vorliegenden current clamp-Bedingungen 
wird die Veriangerung des Aktionspotentials durch eine LqhP35 Konzentration verursacht, die etwa zwei 
10 Grossenordnungen niedriger ist als die, die im Insektenaxon-PrSparat fur das AaH2-Toxin erforderlich ist 
(Pelhate und Zlotkin, 1981), uhd die wenigstens eine Grossenordnung hoher ist als die fur AaH2 in der 
Skelettmuskelmembran der Ratte. Im letzteren Fall ist die maximale Dauer des Aktionspotentials jedoch 
offensichtlich niedriger fur das LqhP35-Toxin (10" s M, 2234 ± 584 msec, n = 7) als die fUr das AaH2-Toxin 
(10~ 7 M, 700 ± 420 msec, n = 8). 

75 

Beispiel 2: Gewinnung des Hundertfussler-Giftes 

S. canidens werden in der Umgebung des Toten Meeres und Jerusalems gesammelt. Im Feld 
20 gesammelte Hundertfussler werden separat in Laborbehaltern gehalten, die ein Feuchtigkeit absorbierendes 
Substrat und eine Wasserversorgung enthalten. Die HundertfGssler werden mit lebenden Insekten gefuttert 
(einmal alle zwei Wochen). 

Das Gift wird den Hundertfusslern entnommen, indem sie folgendermassen gemolken werden: die Basis 
der Giffzahne" wird elektrisch stimuliert und das Gift wird in Kapillarrohrchen aus Plastik gesammelt, die 
25 fest and den Spitzen der GifTzahne" befestigt wurden. 

Tabelle 3 zeigt die Korperlange der Hundertfussler, das Volumen des pro Melkvorganges gewonnen 
Giftes und die Proteinkonzentration des isolierten Giftes. 

Tabelle 3 

30 



Volumen und Proteingehalt des Hundertfussler-Giftes 


Hundertfussler 


Korperlange 


Giftvolumen pro 
Melkvorgang 


Proteingehalt 3 


(cm) 


m 


(ug/ul) 


S. canidens 


6 bis 8 


0,29,0,2 bis 0,4 


210 


(Totes Meer) 




(5) 




S. canidens 


11 bis 14 


4,33,3,7 bis 50 


190 


(Jerusalem) 




(3) 





a gemass Lowry et al. (1951) 



Beispiel 3: Stabilitat des S. canidens Giftes 

Das Hundertfusslergift von S. canidens aus der Umgebung des Toten Meeres wird wie oben beschrie- 
so ben isoliert und auf seine Stabilitat bei Lagerung bei Zimmertemperatur oder nach Lyophilisation getestet. 
Derselbe Ansatz von S. canidens (Totes Meer) wie in Beispiel 2 wird verwendet. Die Ergebnisse dieses 
Experiments sind in Tabelle 4 dargestellt. 



55 
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Tabell 4 



Stabilitat des HundertfOsslergiftes (S. canidens aus der Umgebung des 
Toten Meeres) 


Bedingungen 3 


frisch 
gemolkenes 
Gift 


funftagige Lagerung 
bei Raumtemperatur 


TiefkUhlung und 
Lyophilisierung 


Aktivitat b 


2,6 


2,5 


31 



a in alien Behandlungen wird das Gift mit Wasser verdunnt 

b die Aktivitat wird als IShmende Einheit gegeniiber Sarcop/?aga-Fliegeniarven 

bestimrnt, ausgedrUckt in ng Protein (Lowry et al., 1951)/100 mg Korpergewicht 
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Tiere 
20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 
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Tabelle 5: Toxizitat von Giften verschiedcner Hunderfiissler der Gattung Scolopendra auf 
verschiedene Tiere 

Hundertfiissler S. cingulata S. canidens S. canidens 

(Jerusalem) (Totes Meer) 

Test* Gig) Oig) Oig) 

Lahmungvon o,13 0,14 0,005 

Sarcophaga- 

Fliegenlarven 

Lethalitat von 0,075 0,10 0,04 

Sarcophaga- 

Fliegenlarven 

Lahmungvon 8,23 8,82 2,99 

Spodoptera- 

Larven 

Lethalitat von 8,23 8,82 2,99 

Spodoptera- 

Larven 

Lahmung von 0,65 0,64 0,03 1 

erwachsenen 

Locusta 

Lethalitat von o,16 0,15 0,043 

erwachsenen 

Locusta 

LD 50 von Mausen b 350 245 >1000 



a die Lahmung wird besrimmt als PU 50 , ausgedriickt in (j.g/100 mg KG, nach 30 sec fur 
Sarcophaga-Ldxvm und nach 5 Minuten fur Spodoptera und Locusta. Die Lethalitat wird 
nach 24 Stunden als lethale Dosis fur 50 % (LD 50 ) bestimmt, ausgedriickt in [ig/100 mg 
KG. Die Erprobung (5 oder7 Tiere pro Dosis) und die Berechnung der Wirkdosen - 50 % 
erfolgt gemass Reed und Muench (1938). Das durchschnittliche KG der verschiedenen 
Tiere ist 130 bis 150 mg fur Sarcophaga-Ldivtn t 70 bis 400 mg flir Spodoptera-Lzivzn, 
1,3 bis 1,6 g fur mannliche, erwachsene Locusta und 7 bis 12 g flir Albinomause. 
b ausgedriickt in ng/10 g KG. 



Gifte werden von drei Arten HundertfQssler gesammelt: S. canidens (Totes Meer), S. canidens - 
(Jerusalem) und & cingulata (gesammelt in Obergalilaa und auf den Goianhohen). Die Toxizitat der 
lyophilisierten Gifte fur drei Insektenarten und fur Mause ist in Tabelle 5 dargestellt Das Gift von & 
canidens aus der Umgebung des Toten Meeres besitzt die hochste Toxizitat fur Insekten und ist praktisch 
inaktiv gegenuber Mausen, das Toxin in diesem Gift ist somit seiektiv fur Insekten. Die Injektion von 1 
mg/10 g Maus induziert noch nicht einmal Symptome einer-Vergiftung. 
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Beispiel 5: Reaktion eines HundertfOsslers auf das Gift eines Tieres derselben Art 



Tabelle 6 



Reaktion eines HundertfOsslers (S. canidens gesammelt in der Umgebung des Toten 
Meeres) auf das Gift eines Tieres derselben Art 



Hundertfussler 



Gewicht 



(mg) 



injiziertes Gift 



Protein) 3 



Heuschrecken 
lahmende Einheiten b 



Wirkung 



sofort 



nach 24 
Stunden 



1 

2 
3 
4 



420 
460 
490 
580 

580 



580 



2.2 
7,4 
10.5 
18.7 

18.7 



18.7 



25 
75 
100 
150 

150 



150 



keine 
keine 
ketne 
keine 



keine 
keine 
keine 
keine 



vorObergehend 0 
Lahmung 



vorubergehend c 
Tod Lahmung 



a bestimmt nach Lowry et al. (1951 ) 

b die lahmende Potenz der Giftprobe von Locusta migratoria ist 21.5 ng/100 mg KG. Die 

Anzahl der Heuschrecken-lahmenden Einheiten entspricht Heuschrecken mit einem Kor 

ergewicht, das identisch mit dem der entsprechenden Hundertfiissier ist. 

c die Lahmung wird urn die Injektionsstelle herum lokalisiert und verschwindet nach 20 

Minuten 



S canidens aus der Umgebung des Toten Meeres ist resistent gegen Gift von Tieren derselben Art 
und kann einer Giftdosis widerstehen. die wenigstens 150 Heuschrecken vom selben Gewicht lahmen 
konnen (Tabelle 6). 



Beispiel 6: Verlust der Toxizitat durch Erhitzen 

Die Wirkung von Hitze (80* C. 5 Minuten) auf die Stabilitat des Giftes wird mit Sarcop/iaga-Fliegenlar- 
ven bestimmt. Wie in Tabelle 7 gezeigt, wird die Toxizitat des Hundertfussler-Giftes durch eine Testbe- 
handlung zerstort, wie es gemass der lahmenden Wirkung auf Sarcophaga-Larven bestimmt wird. 

Tabelle 7 



Verlust der Toxizitat durch Erhitzen 3 


Giftquelle 


unbehandelt 2 


erhitzt (80* C. 5 min) 


U\ (2 PUso) 


10 Ul (10 PUso) 


S. canidens 


aktiv 


inaktiv 


(Totes Meer) 




inaktiv 


S. canidens 


aktiv 


(Jerusalem) 







a die PUso-Werte fur Safcoprtaga-Fliegenlarven sind 5 ng/100 mg KG. 
wenn das Gift von einem Hundertfussler der Umgebung des Toten Meeres, 
und 150 ng/100 mg KG, w nn das Gift von einem Hundertfussler der 
Umgebung von Jerusalem stammt. 
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Beispiel 7: Einfluss proteolytischer Enzyme auf die Toxizitat von Hundertfussler-Gift fur Sarcophaga-Larven 



Die Toxizitat von Hundertfussler-Gift wird durch gewohnliche proteolytische Enzympraparate zerstort 
(Tabelle 8). Trypsin stellt sich als wirksamer heraus als Pronase. Dieses Ergebnis zeigt, dass das 
5 Hundertfussier-Toxin ein Protein ist. 

Tabelle 8 



10 


Einfluss von Trypsin und Pronase E (Sigma USA) in 
einem Enzym/Substrat-Verhaltnis von 5% auf die 
Toxizitat des Giftes von $. canidens (Jerusalem) auf 
Sarcophaga-Larven 


75 


Behandlung 


Inkubationsdauer 
(Stunden) 






1 


5 


20 


ohne Protease, 2 PUso injiziert 
Trypsin und 10 PUso injiziert 
Pronase E und 10 PUso injiziert 
Trypsin injiziert 
Pronase E injiziert 


+ 
+ 


+ 



a das Medium ist eine Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (pH 7,4 - Sigma 
USA).Der PU 50 -Wert des Giftes betragt 150 ng/100 mg KG. 



30 Beispiel 8: Reinigung von HundertfQssler-Giften 

Hundertfussler-Gifte werden teilweise durch Fraktionierung uber eine anaiytische HPLC-Molekularsieb- 
saule und eine Reverse Phase-Chromatographie gereinigt. 

Die Analyse unter Verwendung der Molekularsiebsaule (Suprose 12 10/30 Pharmacia; 0,05 M 

35 Ammoniumacetat-Puffer pH 8,5, Durchflussrate 0,5 ml/min) zeigt, dass nur 20 % der Toxizitat fur Fliegenlar- 
ven aus dem Gift von HundertfGsslern aus der Umgebung des Toten Meeres erhalten bleiben konnen. Eine 
qualitative Unterscheidung wird zwischen Faktoren beobachtet, die eine Erschiaffung induzieren, und 
solchen, die kontraktiv auf Fliegenlarven wirken. In HundertfGsslern aus der Umgebung des Toten Meeres 
entspricht der letztere Faktor Faktoren mit einem abgeschatzten MG von 1 5 bis 20 kD. 

40 Fur die Reverse Phase-HPLC-Analyse werden C-8 (Merck); A (Wasser + 0,1 % TFA); B (Isopropanol 
+ Acetonitril + 0,1 % TFA) verwendet. 

Die Elutionsprofile der drei Gifte stimmen nicht mit den "offiziellen" taxonomischen Definitionen der 
Hundertfussler-Arten uberein. S. canidens aus der Umgebung von Jerusalem und $. cingutata zeigen 
identische Elutionsprofile bei Molekularsieb- und Reverse Phase Chromatographie und unterscheiden sich 

45 damit beide vom HundertfUssler S. canidens aus der Umgebung des Toten Meeres. Vor diesem Hinter- 
grund ist auch zu sehen, dass alle drei Gruppen auf Grund ihrer Grossen und Farbmuster leicht zu 
unterscheiden sind. 



so Beispiel 9: Konstruktion eines vom Ti-Plasmid abgeleiteten Vektors 

Der Vektor pCIB10 (Rothstein et'al., 1987) ist ein vom Ti-Plasmid abgeleiteter Vektor, der fUr den 
Transfer chimarer Gene in Pflanzen via A. tumefaciens verwendet werden kann. Der Vektor leitet sich von 
dem Plasmid pRK252 ab, das einen weiten Wirtsbereich aufweist und das von Dr. W. Barnes, Washington 
55 University, St. Louis, Mo. bezogen werden kann. Der Vektor enthalt weiterhin ein Gen, welches eine 
Kanamycinresistenz in Agrobacterium v rmittelt und aus dem Transposon Tn903 stammt, sowie linke und 
rechte T-DNA Grenzsequenzen aus dem Ti-Plasmid pTiT37. Zwischen den Grenzsequenzen befinden sich 
eine Polylinkerregion aus dem Plasmid pUCl8 und ein chimares Gen, welches eine Kanamycinresistenz in 



28 



EP 0 374 753- A2 



Pflanzen hervorruft. 

In einem ersten Verfahrensschritt wird das Plasmid pRK252 in der Weise modifiziert, dass das 
Tetracyclinresistenzgen gegen das Kanamycinresistenzgen aus dem Transposon Tn903 (Oka et al., 1981)" 
ausgetauscht wird. Bne weitere Modifikation betrifft den Austausch der einzigen EcoRI Schnittstelle in 

5 pRK252 gegen eine Bglll Schnittstelle (Fig. 1 fasst die Modifikation zusammen). Das Plasmid pRK252 wird 
zunachst mit den Endonukleasen Sail und Smal geschnitten und anschliessend mit der grossen Unterein- 
heit der DNA Polymerase I zur Herstellung glatter Enden behandelt. Das grosse Vektorfragment wird uber 
eine Agarose-Gelelektrophorese gereinigt. Als nachstes wird das Plasmid p368, das Tn903 in einem etwa 
1050 Bp grossen BamHI-Fragment enthalt. mit der Endonuklease BamHI geschnitten und mit dem grossen 

w Fragment der DNA Polymerase behandelt. Das etwa 1050 Bp umfassende Fragment wird nach Durchfuh- 
rung einer Agarose-Gelelektrophorese isoliert. Dieses Fragment enthalt das Gen aus dem Transposon 
Tn903, das eine Resistenz gegenGber dem Antibiotikum Kanamycin vermittelt (Oka et al., 1981). Plasmid 
p368 ist bei der ATCC unter der Hinterlegungsnummer 67700 hinterlegt Zur Erzeugung glatter Enden 
werden beide Fragmente mit der grossen Untereinheit der DNA-Poiymerase behandelt. Anschliessend 

75 werden beide Fragmente vermischt und uber Nacht bei einer Temperatur von 50 # C mit T4 DNA-Ligase 
inkubiert. Nach der Transformation des E co//-Stamms HB101 und einer Selektion Kanamycin-resistenter 
Kolonien erhSIt man das Plasmid pRK252/Tn903. 

Das so erhaltene Plasmid pRK252/Tn903 wird an seiner einzigen EcoRI Schnittstelle geschnitten und 
anschliessend zur Herstellung glatter Enden mit der grossen Untereinheit der E coli DNA-Polymerase 

20 behandelt. Dieses Fragment wird mit synthetischen sogenannten Linkern, die eine Bglll Restriktionsschnitt- 
stelle enthalten. vermischt und Uber Nacht mit T4 DNA-Ligase inkubiert Die aus dieser Behandlung 
resultierende DNA wird mit einem Oberschuss an Bglll Restriktionsendonuklease geschnitten und das 
grossere Vektorfragment mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese gereinigt. Das resultierende Fragment 
wird erneut mit T4 DNA Ligase inkubiert, urn das Fragment uber seine neu hinzugefugten kohasiven Bglll 

25 Enden zu rezirkularisieren. Nach Transformation des E co/AStamms HB 101 erhalt man das Plasmid 
pRK252/Tn903/Bglll (Fig. 1). 

Im nachsten Verfahrensschritt wird ein Derivat des Plasmids pBR322 konstruiert. das neben den T-DNA 
Grenzsequenzen aus dem Ti-Plasmid und der Polylinkerregion aus dem Plasmid pUC19 ein selektierbares 
Gen fur Kanamycinresistenz in Pflanzen enthalt (Fig. 2). Das Plasmid pBR325/Eco29 enthalt das 1.5 kBp 

30 umfassende EcoRI Fragment aus dem Nopalin Ti-Plasmid pTiT37. Dieses Fragment enthalt die linke T- 
DNA Grenzsequenz (Yadav et al., 1982). Fur den Austausch der EcoRI Enden dieses Fragments durch 
Hindllt Enden wird das Plasmid pBR325/Eco29 mit EcoRI geschnitten und anschliessend mit Nuklease S1 
inkubiert. Es folgt eine Inkubation mit dem grossen Fragment der DNA-Polymerase zur Herstellung glatter 
Enden. Dieser Reaktionsansatz wird mit synthetischen Hindlll-Linkern vermischt und mit T4 DNA-Ligase 

35 inkubiert. Die resultierende DNA wird mit den Endonukleasen Clal und einem Oberschuss an Hindlil 
geschnitten; das resultierende 1.1 kBp umfassende Fragment, das die linke T-DNA Grenzsequenz enthalt. 
wird mit Hilfe einer Gelelektrophorese gereinigt. Als nachstes wird die Polylinkerregion des Plasmids pUC19 
isoliert, indem man die Plasmid DNA mit den Endonukleasen EcoRI und Hindlil schneidet und das kleinere 
Fragment (annahernd 53 Bp) uber eine Agarose-Gelelektrophorese isoliert. Anschliessend wird das Plasmid 

40 pBR322 mit den Endonukleasen EcoRI und Clal geschnitten, mit den beiden anderen, zuvor isolierten 
Fragmenten vermischt, mit T4 DNA-Ligase inkubiert und damit der E co// Stamm HB101 transformiert. Das 
resultierende Plasmid pCIB5 enthalt die Polylinkerregion und die linke T-DNA Grenzsequenz integriert in 
einen Abkommling des Plasmids pBR322 (Fig. 2). 

Als nachstes wird ein Plasmid konstruiert das ein Gen enthalt, welches die Expression von Kanamycin- 

45 resistenz in Pflanzen vermittelt (Fig. 3 und 4). Das Plasmid Bin 6 (Bevan, 1984) ist erhaltlich bei Dr. M. 
Bevan, Plant Breeding Institute, Cambridge. UK. Das Plasmid Bin 6 wird mit EcoRI und Hindlil geschnitten. 
Das etwa 1.5 kBp umfassende Fragment, welches das chimare NPT-Gen enthalt. wird isoliert und 
anschliessend uber eine Agarosegelelektrophorese gereinigt. Das Fragment wird mit pUC18 DNA ver- 
mischt, die zuvor mit den Endonukleasen EcoRI und Hindlil geschnitten wurde. Nach Inkubation mit T4 

so DNA-Ligase wird mit der resultierenden DNA der E coli Stamm HB101 transformiert. Das entstehende 
Plasmid wird als pUCl8/neo bezeichnet Dieses Plasmid enthalt eine unerwunschte BamHI-Schnittstelle 
zwischen dem NPT-Gen und der Terminator-Sequenz des Nopalinsynthase-Gens (Bevan, 1984). Urn diese 
Erkennungssequenz zu entfernen, wird das Plasmid pUC18/neo mit der Endonuklease BamHI geschnitten. 
gefolgt von einer Behandlung mit der grossen Untereinheit der DNA-Polymerase zur Erzeugung glatter 

55 Enden. Urn das Fragment zu rezirkularisieren, wird es anschliessend mit T4 DNA-Ligase inkubiert. Mit 
diesem Fragment wird E coli Stamm HB101 transformiert. Das resultierend Plasmid pUC18/neo(Bam) 
besitzt keine BamHI-Erkennungssequenz mehr. 

Weiterhin wird die rechte T-DNA .Grenzsequenz unmittelbar neben das chimare NPT Gen inseriert (Fig. 
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4). Das Plasmid pBR325/Hind23 enthalt das 3.4 kBp Hindlll-Fragment des Plasmids pTiT37. Dieses 
Fragment enthalt die rechte T-DNA Grenzsequenz (Bevan et al., 1983). Das Plasmid pBR325/Hind23 wird 
mit den Endonukleasen Sacll und Hindlll geschnitten und ein 1.0 kBp umfassendes Fragment, welches die 
rechte Grenzsequenz enthalt, im Anschluss an eine Agarosegelelektrophorese in gereinigter Form isoliert. 
Das Plasmid pUCl8/n o(Bam) wird mit den Endonukleasen Sacll und H[ndlll geschnitt n und das 4.0 kBp 
umfassende Vektorfragment mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese isoliert. Die beiden Fragmente werden 
miteinander vermischt, mit T4 DNA Ligase inkubiert und damit der E. colt Stamm HB 101 transform iert. Das 
resultierende Plasmid pCIB4 (Fig. 4) enthalt die rechte T-DNA Grenzsequenz sowie den in Pflanzen 
selektierbaren Marker fUr Kanamycinresistenz in einem Abkommling des Plasmids pUC18. 

In einem letzten Verfahrensschritt wird ein Plasmid konstruiert. das sowohl die linke als auch die rechte 
T-DNA Grenzsequenz Pflanzen selektierbare Kanamycinresistenzgen und den Polylinker des Plasmids 
PUC18 enthalt (Fig. 5). Zunachst wird das Plasmid pCIB4 mit der Endonuklease Hindlll geschnitten, gefolgt 
von einer Behandlung mit der grossen Untereinheit der DNA Polymerase zur Herstellung glatter Enden 
sowie einer Fragmentierung mit der Endonuklease EcoRI. Das 2.6 kBp umfassende Fragment, welches das 
chimare Kanamycinresistenzgen und die rechte T-DNA Grenzsequenz enthalt. wird mit Hilfe einer Agarose- 
gelelektro phorese isoliert. Anschliessend wird das Plasmid pCIB5 mit der Endonuklease Aatll geschnitten. 
zur Erzeugung glatter Enden mit T4 DNA- Polymerase behandelt und dann mit der Endonuklease EcoRI 
geschnitten. Das grossere Vektorfragment wird mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese gereinigt. mit dem 
pCIB4-Fragment vermischt und mit T4 DNA-Ligase inkubiert. Mit diesem Fragment wird der E. colt Stamm 
HB101 transform iert. Das resultierende Plasmid pCIB2 (Fig. 5) ist ein Derivat des Plasmids pBR322, das die 
gewunschten Sequenzen zwischen den beiden T-DNA Grenzsequenzen enthalt. 

Die folgenden Schritte komplettieren die Konstruktion des Vektors pCIBIO (Fig. 6). Das Plasmid pCIB2 
wird mit der Endonuklease EcoRV geschnitten und, wie zuvor beschrieben, mit synthetischen Linkern, die 
eine Bglll Erkennungsstelle enthalten, versehen. Nach Schneiden mit einem Uberschuss an Bglll wird das 
annahernd 2.6 kBp umfassende Fragment mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese isoliert. Das zuvor 
bereits beschriebene Plasmid pRK252/Tn903/BglII (Fig. 1) wird mit der Endonuklease Bglll geschnitten und 
anschliessend mit Phosphatase behandelt, urn eine Rezirkularisierung zu verhindern. Diese beiden DNA 
Fragmente werden miteinander vermischt und mit T4 DNA-Ligase inkubiert. Anschliessend wird E. coll 
Stamm HB 101 transformiert. Das resultierende Plasmid ist der vervollstandigte Vektor pCIBIO. 

Das Plasmid pCIBIO umfasst T-DNA-Grenzsequenzen, die ein in Pflanzen exprimierbares NPT-Gen und 
gebrauchliche Restriktionsschnittstellen zur Insertion innerhalb der T-DNA-Grenzsequenzen einschliessen. 



Beispiel 10: Synthese von Genen, die die selektiv auf Insekten wirkenden Toxine kodieren 

A. Reinigung von fOr Insekten selektiven Toxine. Die Reinigung verschiedener fUr Insekten selektiven 
Toxine ist bereits in mehreren Arbeiten von Zlotkin ( Zlotkin et al.. 1971a und 1985, Lester et al., 1982) 
beschrieben worden. Ein alternatives Verfahren, mit dem hohe Ausbeuten bei limitierten Mengen Gift 
moglich sind. ist die HPLC. Diese Technik wird beispielhaft anhand der Reinigung von LqhIT2 dargestellt. 

Zur Reinigung von LqhlT2 wird gefriergetrocknetes Gift von L quinquestriatus hebraeus (Sigma) 
dreimal mit 0,5 ml Wasser/20 mg Gift extrahiert. Die wassrigen Extrakte werden vereinigt und einer lonen- 
Austausch-Chromatographie uber eine Sulfoethylaspartamid-HPLC-Saule (Nest Group) unterworfen. Der 
Extrakt wird auf die vorher mit 5 mM KPO4, pH 3 in 25 % Acetonitril aquilibrierte Saule aufgetragen und die 
Saule mit einem KCI- Gradienten von 0 bis 0,5 M im gleichen Puffer 60 Minuten lang eluiert Einzelne 
Fraktionen werden entsalzt und weiter Uber eine Reverse Phase Chromatographie uber eine Vydac C-8- 
Saule, aquilibriert in 0,1 % TFA und eluiert mit einem 75 Minuten-Gradienten von 0 bis 70 % B (B = 
Acetonitril : Isopropanol 1 : 1 in 0,1 % TFA) aufgetrennt. Die Toxizitat einzelner Fraktionen gegen Insekten 
wird durch Injektion in Sarcophaga- Oder Heltothis-Larven getestet. wie von Zlotkin et al. (1985) beschrie- 
ben. 

B. Aminosaurensequenzanalyse von auf Insekten wirkenden Toxinen. Das auf Insekten wirkende Toxin 
wird reduziert, indem Proben in 6 M Guanidin HCI, 1 M Tris HCI, pH 8,6, 10 mM EDTA und 20 mM 
Dithiothreitol eine Stunde bei 37* C inkubiert werden. 4-Vinylpyridin (Sigma) wird bis zu einer Endkonzentra- 
tion von 50 mM hinzugefugt und die Inkubation eine Stunde bei Raumtemperatur fortgesetzt. Das 
modifizierte Protein wird wie oben beschrieben auf einer Vydac C-8-Saule entsalzt. Durch enzymatischen 
Abbau mit Trypsin, Lys-C oder Glu-C oder durch partielle saure Hydrolyse gemSss Standardverfahren 
(Allen, 1981) w rden Peptide produziert. Vor der Sequenzierung werden die Peptide durch Reverse Phase 
HPLC getrennt. Die Aminosaurensequenzen des intakten Toxins und der einzelnen Peptide werden durch 
einen automatischen Edman-Abbau bestimmt, indem ein Model 470A Protein Sequencer (Applied Biosy- 
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stems, Foster City. CA) benutzt wird. ausgestattet mit on-line Reverse Phase HPLC zur Analyse der 
Phenylthiohydantoin-Derivate der Aminosauren und einem Model 900 Daten-Analyse-System. 

Die Sequenzen anderer auf Insekten wirkender Toxine, die unter Benutzung der gleichen Verfahren 
bestimrnt wurden, sind in Fig. 7 wiedergegeben. 
5 C. Synthese des Gens, das ein auf Insekten wirkendes Toxin kodiert. Da die auf Insekten wirkenden 
Toxine kleine Protein (< 80 Aminosauren) sind, kann ein Gen, das ein Toxin kodiert, durch DNA-Synthese 
konstruiert werden. Nachfolgend wird die Synthese eines Gens beschrieben, das AalT kodiert, das auf 
Insekten wirkende Toxin von Androctonus austraiis. 

Die veroffentlichte Sequenz (Darbon et al., 1982) wird rUckQbersetzt. indem der genetische Code mit 
to der Codon-Haufigkeit, die aus alien Mais-Proteinen in der GenBank-Datenbank mit Hilfe der Computerpro- 
gramme der Genetics Computer Group der Universitat von Wisconsin berechnet wurde, benutzt wird. In 
einigen Fallen konnen alternative Codons ausgewahlt werden, um die Synthese zu erleichtern und/oder fUr 
passende Restriktionsschnittstellen zu sorgen. Stop- und Startsignale der Translation werden zusammen mit 
BamHI-Unkern zur Erleichterung in folgenden Handhabungen an beide Enden angefugt Durch diesen 
75 Prozess werden die Sequenzen Sequenzen 1a und 1b (Fig. 8) erhalten. 

Oligonukleotide. die den Regionen 1 bis 20 (Sequenzen c) entsprechen, werden mit Hilfe eines Model 
380A DNA-Synthesizers (Applied Biosystems, Foster City. CA) unter Anwendung der 0-Cyanoethyl-Chemie 
synthetisiert. 

Das Gen wird mit den folgenden Schritten zusammengesetzt: 
20 (1) Vorbereitung der folgenden Reaktionsmischungen, die 40 pMol der jeweiligen Fragmente enthal- 

ten. 

A. Fragmente 2. 12. 13 

B. Fragmente 3, 4. 14, 15 

C. Fragmente 5. 6. 7, 16, 17. 18 
25 D. Fragmente 8, 9, 19. 20 

E. Fragmente 10, 11, 21 

(2) Ein 5 -Phosphat wird an die 5'-Enden der Fragmente in jeder Mischung angefugt. indem T4 
Polynukleotid-Kinase gemass dem von Maniatis et al. (1982) beschriebenen Verfahren verwendet wird. 

(3) Nach dem Entfernen von uberschussigem Reagens durch Phenol/Chioroform-Extraktion, 
30 Chloroform-Extraktion und Ethanol-Fallung wird der Niederschlag jeder Mischung, der die phosphorylierten 

Fragmente enthalt, in T4-Ligase-Puffer gelost. 40 pMol Fragment 1 wird zu Mischung A und 40 pMol 
Fragment 22 zu Mischung E hinzugefugt. Die Mischungen werden auf 85 - C erhitzt, anschliessend langsam 
auf 15* C abgekuhlt und bei dieser Temperatur fur wenigstens 4 Stunden inkubiert, damit die Fragmente 
hybridisieren konnen. 

35 (4) ATP wird bis zu einer Konzentration von 1 mM zusammen mit T4 Ligase hinzugefugt und die 

Inkubation wird 4 Stunden lang fortgesetzt. Die Reagentien werden durch Extraktion und Fallung wie in 
Schritt (1) entfemt. Um die Wirksamkeit der Reaktion zu uberprtifen, wird ein Aliquot der Produkte in einem 
10 bis 15 % Acrylamidgel analysiert. Falls notig, kann das ent sprechende Fragment durch praparative 
Gelelektrophorese gereinigt und aus dem Gel gewonnen werden. Verunreinigungen werden wiederum durch 

40 Fallung entfernt. 

Die folgenden Fragmentgrossen sind nach dem ersten Verknlipfungsschritt zu erwarten: 
Mischung A: 49 Bp 
Mischung B: 45 Bp 
Mischung C: 65 Bp 
45 Mischung D: 45 Bp 

Mischung E: 46 Bp 

(5) Die Produkte der ersten Verknupfungen von A und B werden in Reaktion F vermischt. Die 
Produkte der Verknupfungen von D und E werden fGr Reaktion G vermischt. Die Schritte (3) und (4) werden 
mit den Mischungen F und G wiederholt. Aus Reaktion F resultiert ein 89 Bp Fragment und aus Reaktion G 

so ein 86 Bp Fragment. 

(6) Die gereinigten Fragmente von F, G und C werden miteinander vermischt und die Schritte (3) und 
(4) werden wiederholt. um das endgultige Gen von 230 Bp und mit BamHI-Enden zu erhalten. Die 
endgultige Sequenz ist als Sequenz 1d (Fig. 8) abgebildet. Das gereinigte Fragment wird zur Verknupfung 
mit den BamHI-Schnittstellen geeigneter Vektoren verwendet. 

55 (7) Um die DNA zu vervielfaltigen, wird das gereinigte Fragment mit der BamHI-Schnittstelle von 

pUC18 verknupft und in einem geeigneten £ coli Wirt kloniert Die DNA-Sequenz des Einschubs wird unter 
Verwendung von standardisierten Sequenzierungsverfahren kontrolliert. 
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Beispiel 1 1 : Ein Transformationsvektor fur Pflanzen, der chimare CaMV 35S Promotor/Toxin-Gene enthalt 

Vektoren, die einen in Pflanzen exprimierbaren Promotor und Schnittstellen zur Einfugung heterologer 
kodierender Sequenzen enthalten, stammen von pCIBIO ab (Rothstein et al., 1987). Das Plasmid pCiB770 
5 enthalt den CaMV 35S Promotor als in Pfianzen exprimierbaren Promotor. Die ein Toxin mit insektizider 
Aktivitat kodierende Sequenz wird stromabwarts (downstream) des Promotors mit einer durch BamHI 
geschaffenen Schnittstelie verknOpft. 

Das mit diesem Vektor transformierte Pfianzengewebe wird unter Verwendung der Antibiotika Kanamy- 
cin oder G41 8 wie weiter unten beschrieben und wie dem Fachmann bekannt selektioniert. 



Beispiel 12: Transformationsvektoren fur Pflanzen, die chimare, in Pflanzen exprimierbare Toxin-Gene und 
einen Hygromycin-Resistenz-Marker zur Selektion von Pflanzen enthalten 

75 Das Plasmid pCIB743 (Rothstein et ai., 1987) enthalt innerhalb der T-DNA-Grenzen ein in Pflanzen 
exprimierbares Hygromycin-Resistenz-Gen. Ein zweites in Pflanzen exprimierbares chimares Gen wird 
unter Benutzung der einmal vorkommenden Restriktionsschnittstellen eingefugt und in Pflanzen eingefuhrt. 

Das mit diesem Vektor transformierte Pfianzengewebe wird unter Verwendung des Antibiotikums 
Hygromycin Oder analoger Antibiotika wie weiter unten beschrieben und wie dem Fachmann bekannt 

20 selektioniert. 



Beispiel 13: Transformation von Tabak-Blattscheiben 

25 A. Die Transformation von pflanzlichem Material mit Agrobacterium. Die verschiedenen Genotypen von 
A. tumefaciens werden in AB Minimalmedium (Watson et al., 1975) plus Mannit oder Glutamatsalze 48 
Stunden lang bei 28* C kultiviert. Die Bakterien werden sedimentiert, in MSBN-Medium zweifacher 
Verdunnung resuspendiert und 3 Stunden lang bei 25 "C inkubiert. Das MSBN-Medium besteht aus den 
kompletten sogenannten Haupt- und Nebensalzen (major and minor) Salzen gemass Murashige und Skoog 

30 (1962) (KC Biologicals) mit den folgenden Zusatzen (Endkonzentrationen): 6-Benzyladenin (1 mg/liter); 
Nicotinsaure (1 mg/liter); Pyridoxin (1 mg/liter); Thiamin-HCI {10 mg/liter) und Saccharose (30 g/iiter). Der 
pH ist auf 5,8 eingestellt Blattscheiben mit einem Durchmesser von 5 bis 7 mm werden aseptisch aus in 
vitro kultiviertem Nicotiana tabacum cv. Xanthi ausgestanzt und 10 Minuten lang in eine Bakteriensuspen- 
sion in einem abgewandelten Verfahren von Horsch et al, (1985) getaucht. Die Blattscheiben werden 

35 anschliessend auf Filterpapier auf MSBN-Medium gelegt. Nach 48 Stunden werden die Blattscheiben zur 
Selektion transformierter Zellen in flusssiges MSBN-Medium, das 500 mg/liter Carbenicillin enthalt, getaucht 
und auf festes MSBN-Medium (0,8 % Agar), das 100 mg/liter Kanamycin und 500 mg/liter Carbenicillin 
enthalt, gelegt. 

B. Reifung der Pfianzen und Selbstbefruchtung. Sprosse, die aus Kalli auf MSBN-Selektionsmedium 
40 entstehen, werden auf OMS-Medium transferiert, das MS Haupt- und Nebensalze und Fe-EDTA (Gibco 
#500-11 17; 4,3 g/liter), B5-Vitamine (Gamborg et al., 1968), 100 mg/liter myo-lnosit und 30 g/iiter Saccharo- 
se, pH 5,8 enthalt, erganzt mit 100 mg/liter Kanamycin und 250 mg/liter Carbenicillin. Kanamycin und 
Carbenicillin werden als Filter-sterilisierte Losungen hinzugefugt, nachdem der Rest des Mediums autokla- 
viert wurde. Man lasst die Pflanzchen wenigstens drei Wochen lang wachsen. Die Pflanzchen werden 
45 geteilt, urn mehrfache Kopien von Schnitzeln zu erhaiten, die man sich wenigstens drei Wochen lang 
entwickeln und bewurzeln lasst. Bewurzelte Pflanzchen werden dann in eine Erde-Vermiculite-Mischung 
umgetopft und ins Gewachshaus gebracht. Frisch eingetopfte Pflanzchen werden zur AbhSrtung feucht und 
schattig unter einem umgedrehten Plastikbecher gehalten. Zur Blutezeit wird die Selbstbefruchtung indu- 
ziert Saatgut wird nach der Reife geerntet. 

so 

Beispiel 14: Produktion transgenen Tabakkallus und transgener Tabakpflanzen 

Durch Paarung wird der T-DNA-enthaltende Vektor oder der Vektor, der die in Pflanzen exprimierbaren 
55 chimaren Gene enthalt, von E. coli SM17 (Simon et al., 1983) in A. tumefaciens CIB542 transferiert. 
Alternativ dazu wird Agrobacterium CIB542 mit dem Vektor gemass dem Verfahren von Holsters et al. 
(1978) transformiert. Agrobacterium C1B542 ist Stamm EHA101 (Hood et al., 1986), in dem der Kanamycin- 
Marker des Plasmids durch den Specttnomycin/Streptomycin-Teil von Tn7 ersetzt wurde. Agrobacterium- 



32 



EP 0 374 753 A2 



70 



Stamme, die das vom T-DNA abgeleiiete Plasmid tragen, und pCIB542 werden verwendet, urn Tabak durch 
das oben beschriebene Blattscheiben-Verfahren zu transformieren. Kanamycin-resistente transformierte 
Pflanzen werden bis zur Reife kultiviert. Alternativ dazu wird Kallus. der sich aus den Biattscheiben auf 
Kanamycin-enthaltendem MSBN-Selektionsmedium entwickelt, auf einem Kallus-Wachstums-Medium gehal- 
ten, das MS Haupt-und Nebensalze und Fe-EDTA (Gibco #500-1117; 4,3 g/liter), MS-Vitamine ( 100 mg/liter 
myo-lnosit. 20 g/liter Saccharose. 2 mg/liter Naphthalinessigsaure und 0,3 mg/iiter Kinetin enthait. 

Der Kallus kann benutzt werden, urn transgene Pflanzen zu regenerieren, indem Kallusstucke auf 
MSBN-Medium transferiert werden und den oben beschriebenen Verfahren gefolgt wird. 

Beispiel 1 5: Transformation und Regenerierung von Zea mays 

Zea mays wird in den in Tabelle 9 genannten Medien transformiert und regeneriert. 



75 
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25 
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Tabelle 9: Zusammensetzung der verwendeten Medien 

Die Makro- und Mikroelemente sowie Fe-EDTA der Medien sind wie in der Literatur an- 
gegeben: KM-Medium gemass Kao und Michayluk (1975) t N6-Medium gemass Chu et al. 
(1975). 

Medium KM-8p N6 

Organische Stoffe und Vitamine, die im Kulturmedium benutzt werden 
[mg/Liter]: 

Biotin 0.01 

Pyridoxin HC1 1.00 0.5 

Thiamin HC1 10.00 0.1 

Nicotinamid 1.00 

Nicotinsaure 0.10 0.5 

Folsaure 0.40 

40 D-Ca-Pantothenat 1.00 

p-Aminobenzoesaure 0.02 

Cholin-Chlorid 1.00 

Riboflavin 0.20 

Vitamin B-12 0.20 

Glycin 0.10 2.0 
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Zucker und Zuckeralkohole [g/Liter]: 

Saccharose 0.25 30.0 

Glucose 68.40 
Mannit 0.25 
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Sorbit 



0.25 



Cellobiose 

Fructose 

Mannose 



0.25 
0.25 
0.25 



0.25 



Ribose 
Xylose 



0.25 



70 Myo-Inosit 



0.10 



End-pH 
Sterilisierung 



5.8 



Filter 



5.6 

Autoklav 



75 



Die Makroelemente werden gewohnlicherweise als 10fach konzentrierte Stammlosung angesetzt. die 
Mikroelemente ais 1000fach konzentrierte Stammlosung. 

Citronen-, Fumar- und Apfelsaure (jeweilige Endkonzentration 40 mg/liter) sowie Natriumpyruvat 
(Endkonzentration 20 mg/liter) werden als eine 100fach konzentrierte Stammlosung hergestelit. mit NH4OH 
auf pH 6.5 eingestellt und zum Medium gegeben. 

Adenin (Endkonzentration 0,1 mg/liter) und Guanin, Thymtdin, Uracil. Hypoxanthin und Cytosin 
(jeweilige Endkonzentration 0,03 mg/liter) werden als 1000fach konzentrierte Stammlosung hergestelit, mit 
NH*OH auf pH 6.5 eingestellt und zum Medium gegeben. 

Die folgenden Aminosauren werden als eine lOfach konzentrierte Stammlosung (pH 6.5 mit NH4.OH) 
zum Medium gegeben und erreichen die folgenden Endkonzentrationen: Glutamin (5,6 mg/liter), Alanin, 
Glutaminsaure (jede 0,6 mg/liter), Cystein (0,2 mg/liter), Asparagin, Asparaginsaure, Cystin, Histidin, 
Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin, Tryptophan, Tyrosin und Valin 
(jede 0,1 mg/liter). 

Die Vitamin-Stammlosung wird gewohnlicherweise 100fach konzentriert zubereitet. 

Beispiel 16: Herstellung von Antikorpern gegen selektiv auf Insekten wirkende Toxine 

A. Herstellung des Immunogens. Standardisierte Computer-Analysen (Hopp und Woods, 1983) werden 
zur Voraussage antigener Bereiche aus den Aminosauresequenzen von selektiv auf Insekten wirkenden 
Toxinen vorhergesagt. Synthetische Peptide, die diesen Bereichen entsprechen, werden hergestelit. Die 
Peptide werden uber ein zwischengeschaltetes Cystein an einen Ovaibumin-Carrier gekoppelt, indem das 
Reagens N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (Pierce Chemical Co.) verwendet wird (Carlsson et at., 
1978). Der Grad der Verknupfung wird durch Aminosaureanalyse des Konjugates abgeschatzt. 

B. Produktion von Antiseren. Kaninchen werden mit 0,5 bis 1,0 mg Antigen, emulgiert in kompiettem 
Freundschen Adjuvans. immunisiert und monatlich mit Antigen in nichtkomplettem Freundschen Adjuvans 
geboostet. Der Titer der Seren wird durch gebrauchliche ELISA-Tests bestimmt, indem das Peptid, 
verknGpft mit einem heterologen Carrier (ublicherweise RSA) verwendet wird. Positive Seren werden gegen 
das geeignete auf Insekten wirkende Toxin titriert. 

C. Ergebnisse. Typischerweise konnen mit Verdunnungen von 1:10 000 1 bis 10 ng der homologen 
Peptide nachgewiesen werden. Verdunnungen von 1:300 lassen den Nachweis von 3 bis 10 ng intakten 
Toxinproteins zu (Tabelle 10). 
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Tabelle 10 



Nachweisgrenzen von Antiseren gegen Toxin-Peptide im ELISA-Test 



Toxin 


Immunisierendes 


Nachweis des 


Nachweis des 




Peptid 


Peptids 


Toxins 


AalT 


N-terminal 1 bis 16 


3 ng bei 1:10 000 


3 ng bei 1:300 


AalT 


C-terminal 52 bis 70 


3 ng bei 1:10 000 


3 ng bei 1:300 


LqhlT2 


N-terminal 1 bis 13 


1 ng bei 1 :1 000 




Lqh!T2 


C-terminal 46 bis 61 


1 ng bei 1:10 000 




BjlT2 


N-terminal 1 bis 13 


0,3 ng bei 1:3 000 




BjlT2 


C-terminal 46 bis 60 


10 ng bei 1:3 000 


1 ng bei 1:300 



Beispiel 17: Mais, der durch die Expression von AalT resistent gegen Diabrotfca ist 

20 A. Konstruktion des Vektors. Das wie in Beispiel 9 hergestellte synthetische AalT-Gen wird wie oben 
beschrieben mit der BamHI-Schnittstelie von pCIB710 (Rothstein et al., 1987) verknupft. Das Gen eines 
gewunschten selektiven Markers (beispielsweise das NPT Gen, das Kanamycin-Resistenz verleiht) wird mit 
einer der vielfach vorhandenen Klonierungsstellen unter Verwendung standardisierter Techniken verknUpft. 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. Maisgewebe wird mit dem pCIB710 Vektor, der den 
25 AalT-Geneinschub tragt, transformiert und Pflanzen werden wie in den obigen Beispielen beschrieben 

regeneriert. Zur Kontrolle werden Pflanzen. die nur mit dem pCIB710 Vektor transformiert sind, auf dieselbe 
Weise hergestelit. Die Ausgangspflanzen werden selbstbefruchtet und man erhalt Samen (T1 Samen). 

C. Test von Pflanzen auf AalT-Expression. Pflanzen, die aus den T1 Samen gewachsen sind, werden 
auf das Vorhandensein und die Expression des AalT-Gens hin untersucht, indem verschiedene Tests 

30 angewendet werden. 

(1) DNA wird isoliert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5 % 
Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen und 
mit dem AalT-Gen. das mit 32 P durch nick- Translation markiert ist, hybridisiert (Maniatis et al., 1982). Die 
Anwesenheit des AalT-Gens wird durch eine Bande ausfindig gemacht, die etwa 230 Bp entspricht und mit 

35 der Probe hybridisiert. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren (Maniatis et al.. 1982) a!s eine Bande ausfindig 
gemacht, die etwa 230 Basen entspricht und mit dem 32 P-AalT-Gen hybridisiert, das oben beschrieben ist. 

(3) AalT-Protein wird mit immunologischen Standardtechniken mit einem polyklonalen Kaninchen 
Antikdrper ausfindig gemacht, der gegen synthetische Peptide, die den 16 N-terminalen und den 19 C- 

40 terminalen Aminosauren von AalT entsprechen, produziert wurde (siehe Beispiel 16). 

(4) AalT-Aktivitat wird dadurch ausfindig gemacht, dass Material aus den Pflanzenextrakten mit 
immunologischen Methoden gereinigt wird, indem der polyklonale Anti-AalT-Antikorper aus Kaninchen und 
Protein A Sepharose verwendet und das isolierte Material auf Toxizitat gegen Insekten getestet wird, indem 
das Material in Sarccp/iaga-Larven injiziert wird, mit Verfahren, die in Beispiel 10 beschrieben sind. 

45 D. Resistenz von transformierten Maispflanzen gegen Schaden durch Diabrotica. Aus T1 Samen 
erhaltene Keimlinge werden in grobem Vermikulit in 100 mm Petrischalen (5 pro Schale, 5 Schalen) 
gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 D/abrof/ca-Larven im 
zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl, das Gewicht der Oberlebenden und das 
Gewicht der gewaschenen Wurzeln der Maispflanze bestimmt. Die Resistenz der transformierten Pflanzen 

so wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p <0.05) Erniedrigung der Gewichtszunahme der 
Larven, Erniedrigung der Oberlebensrate der Larven Oder in der Erniedrigung im Verlust des Wurzelge- 
wichts, verglichen mit Insekten-freien Pflanzen bestimmt, indem Pflanzen, die das AalT-Gen exprimieren, 
mit Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, Oder mit nicht- 
transformierten Pflanzen verglichen werden. 

55 

Beispiel 18: Kartoffeln und Tomaten, die durch die -Expression von AalT resistent gegen Leptinotarsa 
decemlineata (Kartoffelkafer) sind . 
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A. Konstruktion des Vektors. Das AalT-Gen wird synthetisiert und mit dem Vektor pCIB710 verknupft 
wi es in Beispiel 17, Teil A beschrieben ist. Das AalT-Gen wird zusammen mit dem 35S CaMV-Promotor 
aus dem pCIB710-Vektor herausgeschnitten und in den Vektor pCIBIO eingebracht, indem pCIB710 mit 
Xbal und EcoRI geschnitten wird, das dabei entstehende 1460 Bp Fragment isoliert und mit dem zuvor mit 

5 Xbal und EcoRI geschnittenen pCIBIO verknupft wird. urn den pCIB10-AalT-Vektor zu erhalten. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. Der pCIB10-AalT- Vektor wird in A. tumefaciens, 
dass ein Virulenz-Plasmid wie beispielsweise LBA 4404 Oder pCIB542 tragt, eingefuhrt. pCIB542 ist ein A. 
tumefaciens Plasmid, das ein bearbeitetes, von pTiBo542 abgeleitetes wr-Plasmid (Hood et al., 1986) 
enthalt. Bei pCIB542 ist das bakterielle Kanamycin-Resistenz-Gen ersetzt durch ein bakterielles 

10 Streptomycin/Spectinomycin-Resistenz-Gen. Der Stamm, der sowohl pCIB710-AalT als auch pCIB542 
enthait, wird verwendet. urn Tomatenpflanzen gemass Fischhoff et al. (1987) zu transformieren. Kartoffel- 
pflanzen, die pClB10-AalT enthalten, werden gemass Stockhaus et al. (1987) erhalten. 

C. Test von Transformanten auf AalT-Expression. Transformanten werden auf die Expression von AalT 
getestet wie in Beispiel 17, Teil C beschrieben. 

is D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch den Kartoffelkafer. Zehn vier Wochen 
alte Pflanzen werden je mit ftinf Kartoffelkaferlarven im zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 4 Tagen 
werden die Insektenmortalitat, die Gewichtszunahme der Insekten und das Ausmass des der Pflanze 
zugefugten Schadens bestimmt Die Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch 
signifikante (Student's Test p < 0,05) Erniedrigung der Gewichtszunahme der Larven, Erniedrigung der 

20 Uberlebensrate der Larven Oder in der Erniedrigung des Pflanzenschadens bestimmt, indem Pflanzen, die 
das AalT-Gen exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert 
sind, oder mit nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 

25 Beispiel 19: Dactytis glomerata (Knauelgras), das durch die Expression von AalT resistent gegen Kafer ist 

A. Konstruktion des Vektors. Das AalT-Gen wird synthetisiert und mit dem Vektor pCIB710 zusammen 
mit dem Kanamycin-Resistenz-Gen verknupft wie es in Beispiel 17, Teil A beschrieben ist. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden erhalten wie oben 
30 beschrieben. 

C. Test von Transformanten auf AalT-Expression. Transformanten werden auf die Expression von AalT 
getestet wie in Beispiel 17, Teil C beschrieben. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Diabrotica undecimpunctata. Aus T1 
Samen erhaltene Keimlinge werden in grobem Vermikulit in 100 mm Petrischalen (10 pro Schale, 5 

35 Schalen) gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 D. 
undecimpunctata-Larven im zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl. das 
Gewicht der Uberlebenden und das Gewicht der gewaschenen Wurzeln der Maispflanze bestimmt. Die 
Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Students Test p < 0,05) 
Erniedrigung der Gewichtszunahme der Larven, Erniedrigung der Oberlebensrate der Larven oder in der 

40 Erniedrigung im Verlust des Wurzelgewichts, verglichen mit Insekten freien Pflanzen bestimmt, indem 
Pflanzen, die das AalT-Gen exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub 
transformiert sind, oder mit nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 

45 Beispiel 20: Baumwoile, die durch die Expression von AalT resistent gegen den Baumwollkapselkafer 
(Anthonomus grandis) ist 

A. Konstruktion des Vektors. Das AalT-Gen in pCIBIO wird hergestellt wie es in Beispiel 18, Teil A 
beschrieben ist. 

so B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden erhalten wie oben 
beschrieben. 

C. Test von Transformanten auf AalT- Expression. Transformanten werden auf die Expression von AalT 
getestet wie in Beispiel 17, Teil C beschrieben. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegen Schaden durch Anthonomus grandis. Zehn transformierte 
55 Pflanzen werden kultiviert bis sich Kapseln bilden. Jede Pflanze wird mit drei erwachsenen weiblichen 

Anthonomus grandis infiziert. Der Schaden an den Pflanzen wird nach einer Woche bestimmt und 
Gberlebende Erwachsene werden entf rnt. Schaden an den Larven, Larvenzahl und Gewicht jeder Pfianze 
werden mit wochentlichen Abstanden vier Wochen lang gemessen. Die Resistenz der transformierten 
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Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p < 0,05) Erniedrigung der Schadensrate, 
Abnahme der Larvenzahl oder Erniedrigung der Gewichtszunahme der Larven bestimmt, indem Pflanzen. 
die das Aalt-Gen exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert 
sind, oder mit nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 

5 

Beispiel 21: Mais, der durch die Expression von LqhlT2 resistent gegen Schmetterlinge ist 

A. Konstruktion des pCIB710-Lqh!T2-Vektors. Ein synthetisches Gen fur LqhlT2 wird hergestellt, indem 
jo vorgegangen wird. wie es allgemein fur das AalT-Gen in Beispiel 9 beschrieben ist Das resultierende Gen 

hat die Sequenz. die a!s Sequenz 2 (Fig. 9) abgebildet ist. Das resultierende 200 Bp Fragment wird isoliert 
und mit der BamHI-Schnittsteile des pCIB710-Vektors verknupft, wie es in Beispiel 17, Teil A beschrieben 
ist. Das Gen fur den gewOnschten selektiven Marker (beispielsweise das NPT-Gen, das Kanamycin-Resi 
stenz verleiht) wird mit einem der zahlreichen Klonierungsstellen verbunden, indem Standardtechniken 
75 verwendet werden. Der resultierende Vektor wird pCIB710-Lqh!T2 genannt. 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. Die Transformation und Regenerierung von Maispflan- 
zen wird durchgefOhrt, wie es in Beispiel 17. Teil B beschrieben ist. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression von LqhlT2. Pflanzen. die aus dem T1-Saatgut gezogen 
wurden, werden auf das Vorhandensein des LqhlT2-Gens hin analysiert, indem verschiedene Tests 

20 angewendet werden. 

(1) DNA wird isoliert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5 % 
Agarose-Ge! elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen und 
mit dem LqhlT2-Gen, das mit 32 P durch nick-Translation markiert ist, hybridisiert (Maniatis et al., 1982). Die 
Anwesenheit des LqhlT2-Gens wird durch eine Bande ausfindig gemacht. die etwa 200 Bp entspricht und 

25 mit der Probe hybridisiert. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren (Maniatis et al., 1982) als eine Bande ausfindig 
gemacht, die etwa 200 Basen entspricht, und mit dem 32 P-LqhlT2-Gen hybridisiert, das oben beschrieben 
ist. 

(3) LqhlT2-Protein wird mit immunologischen Standardtechniken mit polyklonaten Kaninchen Antikor- 
30 pern ausfindig gemacht, die gegen synthetische N- und C-terminale Peptide von LqhlT2 wie in Beispiel 16 

beschrieben produziert wurden. 

(4) LqhlT2-Aktivitat wird dadurch ausfindig gemacht, dass Material aus den Pflanzenextrakten mit 
immunologischen Meihoden gereinigt wird. indem der polyklonale Anti-LqhlT2-Antikorper aus Kaninchen 
und Protein. A Sepharose verwendet und das isolierte Material auf Toxizitat gegen Insekten getestet wjrd. 

35 indem das Material in We//of/)/s-Larven injiziert wird wie in Beispiel 10 beschrieben. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegen Schaden durch Schmetterlingsiarven. T1-Samen werden 
gekeimt und Blattstucke von Keimlingen im Vierblattstadium werden an frischgeschlupfte Ostrinia nubilalis 
oder Heliothis zea-Larven verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden einzeln in Futterungstopfe mit einem 
1 cm 2 Blattstuck gesetzt. Funfzig Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Gewicht 

40 der Insekten. die Zahl der Oberlebenden und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz 
der transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Students Test p <0,05) Erniedrigung 
der Gewichtszunahme der Larven, Erniedrigung der Uberlebenstrate der Larven oder in der Erniedrigung 
der gefressenen Blattmenge bestimmt, indem Pflanzen, die das LqhlT2-Gen exprimieren, mit Kontrollpflan- 
zen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit nicht-transformierten Pflanzen 

45 vergiichen werden. 



Beispiel 22: Baumwolle, die durch die Expression von LqhlT2 resistent gegen Schmetterlinge ist 

A. Konstruktion des Vektors. Das LqhlT2-Gen wird zusammen mit dem 35S CaMV-Promotor aus 
pCIB710 entfernt und unter Verwendung geeigneter Restriktionsenzyme mit pCIB10 verknUpft. Dieser 
Vektor wird pCIB10-LqhlT2 genannt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden wie oben beschrie- 
ben erhalten. 

C. Test von Transformanten auf die Expression von LqhlT2. Transformanten werden wie in Beispiel 21. 
Teil C beschrieben auf die Expression von LqhlT2 getestet. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegen Schaden durch Schmetterlingsiarven. Blattstucke von vier 
Wochen aiten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis virescens, Heliothis zea 
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Oder Pectinophora gossypielfa verfutt rt. FrischgeschlGpfte Larven werden einzeln in Futterungstopfe mit 
einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt Funfzig Insekten werden pro Gruppe. getestet. Nach 5 Tagen werden das 
Gewicht der Insekten, die Zahl der Uberlebenden und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die 
Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p < 0,05) 
5 Erniedrigung der Gewichtszunahme der Larven, Erniedrigung der Oberlebenstrate der Larven oder in der 
Erniedrigung der gefressenen Biattmenge bestimmt, indem Pflanzen, die das LqhlT2-Gen exprimieren, mit 
Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit nicht-transformier- 
ten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 23: Tomaten, die durch die Expression von LqhlT2 resistent gegen Schmetterlinge sind 

A. Konstruktion des Vektors. Der pCIB10-Lqh!T2- Vektor wird wie in Beispiel 22, Teil A beschrieben 
hergestellt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 17, 
Teil B beschrieben hergestellt, indem der pCIB10-LqhlT2-Vektor an Stelle des pCIB10-AaiT-Vektors benutzt 
wird. 

C. Test von Transformanten auf die Expression von LqhlT2. Transformanten werden wie in Beispiel 21 , 
Teil C beschrieben auf die Expression von LqhlT2 getestet. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegen Schaden durch Schmetterlinge. Blattstucke von vier 
Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis zea oder Manduca sexta 
verfuttert Frischgeschlupfte Larven werden einzeln in Futterungstopfe mit einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt 
Funfzig Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Gewicht der Insekten, die Zahl 
der Uberlebenden und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p < 0,05) Erniedrigung der Gewichtszunah- 
me der Larven, Erniedrigung der Oberlebensrate der Larven oder in der Erniedrigung der gefressenen 
Biattmenge bestimmt, indem Pflanzen, die das LqhlT2-Gen exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die nur mit 
dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit nicht-transformierten Pflanzen verglichen 
werden. 

Beispiel 24: Tabak, der durch die Expression von LqhlT2 resistent gegen Schmetterlingslarven ist 

A. Konstruktion des Vektors. Der pCIB10-LqhlT2- Vektor wird wie in Beispiel 22, Teil A beschrieben 
hergestellt 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden wie oben beschrie- 
ben hergestellt, indem der pClB10-LqhlT2- Vektor benutzt wird. 

C. Test von Transformanten auf die Expression von LqhlT2. Transformanten werden wie in Beispiel 21 , 
Teil C beschrieben auf die Expression von LqhlT2 getestet. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegen Schaden durch Schmetterlingslarven. BlattstUcke von vier 
Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis virescens oder Manduca 
sexta erfuttert. FrischgeschlGpfte Larven werden einzeln in Futterungstopfe mit einem 1 cm 2 Blattstuck 
gesetzt. Funfzig Insekten werden pro Gruppe getestet Nach 5 Tagen werden das Gewicht der Insekten, die 
Zahl der Oberlebenden und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p < 0,05) Erniedrigung der Gewichtszunah- 
me der Larven, Erniedrigung der Oberlebensrate der Larven oder in der Erniedrigung der gefressenen 
Biattmenge bestimmt, indem Pflanzen, die das LqhlT2-Gen exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die nur mit 
dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, Oder mit nicht-transformierten Pflanzen verglichen 
werden. 



Beispiel 25: Knauelgras, das durch die Expression von LqhlT2 resistent gegen Schmetterlingslarven ist 

A. Konstruktion des Vektors. Das LqhIT2-Gen wird wie in Beispiel 21. Teil A beschrieben synthetisiert 
55 und mit dem Vektor pCIB710 verkniipft. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden wie oben beschrie- 
ben erhalten. 

C. Test von Transformanten auf die Expression von LqhlT2. Transformanten werden wie in Beispiel 21 , 
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Teif C beschrieben auf die Expression von LqhlT2 getestet. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Schmetterlinge. Aus T1 Samen 
erhaltene Keimlinge werden in feine Erde in 100 mm Petrischalen (10 pro Schale, 5 Schalen) gepflanzt. 
Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schaie mit 20 Crambus caiiginosellus im 

s zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl. das Gewicht der Uberlebenden und das 
Gewicht der gewaschenen Graswurzein bestimmt. Die Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch 
eine statistisch signifikante (Student's Test p < 0,05) Erniedrigung der Gewichtszunahme der Larven, 
Erniedrigung der Uberlebensrate der Larven oder in der Erniedrigung im Verlust des Wurzeigewichts, 
verglichen mit Insekten-freien bestimmt, indem Pflanzen, die das LqhIT2-Gen exprimieren, mit Kontrollpflan- 

10 zen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind. oder mit nicht-transformierten Pflanzen 
verglichen werden. 
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Anspruche 

20 

1. Ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin, dadurch gekennzeichnet, dass es die nachfolgende 
Aminosauresequenz hat: VRDAYIAKNY NCVYECFRDA 

YCNELCTKNG ASSGYCQWAG KYGNACWCYA LPDNVPIRVP GKCR. 

2. Rekombinante DNA enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren, wobei besagte DNA- 
25 Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin Oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruchstuck 

davon kodiert. 

3. Rekombinante DNA nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA in einer in 
Pflanzen exprimierbaren Form vorliegt. 

4. Rekombinante DNA nach einem der Anspruche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass besagte 
so DNA ein aus Arthropoden erhaltliches, selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges 

Derivat oder Bruchstuck davon kodiert. 

5. Rekombinante DNA nach einem der AnsprQche 2 oder 3. dadurch gekennzeichnet, dass besagte 
DNA ein aus Vertretern der Klaasen Arachnida (Spinnentiere) oder Chilopoda (Hundertfussler) erhaltliches, 
selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruchstuck davon kodiert. 

35 6. Rekombinante DNA nach einem der AnsprQche 2 oder 3. dadurch gekennzeichnet, dass besagte 
DNA ein aus Vertretern der Ordnung Scorpiones erhaltliches. selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder 
ein funktionsfahiges Derivat oder Bruchstuck davon kodiert. 

7. Rekombinante DNA nach einem der Anspruche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet. dass besagte 
DNA ein aus Vertretern der Gattung Scofopendra erhaltliches, selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin 

40 oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruckstuck davon kodiert-.. 

8. Rekombinante DNA nach einem der AnsprQche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet. dass besagte* 
DNA ein Toxin mit der AminosSuresequenz 

KKNGYAVDSS GKAPECLLSN YCNNQCTKVH YADKGYCCLL SCYCFGLNDD KKVLEISDTR KSYCDTTIIN. 
DGYIRKRDGC KLSCLFGNEG CNKECKSYGG SYGYCWTWGL ACWCEGLPDE KTWKSETNTC G, 
45 DGYIRKKDGC KVSC(V/I)IIGNEG CRKECVAHGG SFGYCWTWGL ACWCENLPDA VTWKSSTNTC G, 
DGYIKRRDGC KVACLIGNEG CDKECKAYGG SYGYCWTWGL ACWCEGLPDD KTWKSETNTC G. 
ALPLSGEYEP CVRPRKCKPG LVCNKQQICV DPK oder 

VRDAYIAKNY NCVYECFRDA YCNELCTKNG ASSGYCQWAG KYGNACWCYA LPDNVPIRVP GKCR oder 
ein funktionsfahiges Derivat oder BruchstGck davon kodiert. 
so 9. Vektor enthaltend eine DNA gemass einem der Anspruche 2 bis 8. 

10. Wirtsorganismus enthaltend einen Vektor gemass Anspruch 9. 

11. Transgene Pflanzenzelle enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren. wobei besagte DNA- 
Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruckstuck 
davon kodiert. 

55 12. Transgene Pflanzenzelle gemass Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA- 
Sequenz erhaltlich ist aus Arthropoden. 

13. Transgene Pflanzenzelle gemass Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA- 
Sequenz erhaltlich ist aus Vertretern d r Klassen Arachnida (Spinnentiere) oder Chilopoda - 
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(HundertfUssler). 

14. Transgene Pflanzenzelle gemass Anspruch 11, dadurch gekenn2eichnet f dass besagte DNA- 
Sequenz erhSltlich ist aus Vertretern der Ordnung Scorpiones. 

15. Transgene Pflanzenzelle gemass Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet. dass besagte DNA- 
5 Sequenz erhaltlich ist aus Vertretern der Gattung Scoiopendra. 

16. Transgene Pflanzenzelle gemass einem der Anspruche 11 bis 15, dadurch gekennzeichnet. dass 
besagte DNA-Sequenz stabil in das pflanzliche Genom integriert ist. 

17. Transgene Pflanzenzelle gemass Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet. dass besagte DNA- 
Sequenz in exprimierbarer Form vorliegt. 

jo 18. Transgene Pflanzenzelle gemass Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet. dass sie das von besagter 
DNA-Sequenz kodierte Toxin Oder ein funktionsfahiges Derivat Oder Bruckstuck davon exprimiert. 

19. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut enthaitend eine DNA- 
Sequenz erhaltlich aus Tieren, wobei besagte DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin 
oder ein funktionsfahiges Derivat Oder Bruckstuck davon kodiert. 

75 20. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemass Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz erhaltlich ist aus Arthropoden. 

21. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemass Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz erhaltlich ist aus Vertretern der Klaasen Arachnids - 
(Spinnentiere) oder Chitopoda (HundertfUssler). 

20 22. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemass Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz erhaltlich ist aus Vertretern der Ordnung Scorpiones. 

23. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemass Anspruch 19. 
dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz erhaltlich ist aus Vertretern der Gattung Scolopen- 
dra. 

25 24. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemass einem der 
Anspruche 19 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz stabil in das pflanzliche Genom 
integriert ist. 

25. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemass Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz in exprimierbarer Form vorliegt. 
30 26. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemass Anspruch 25. 
dadurch gekennzeichnet, dass sie das von besagter DNA-Sequenz kodierte Toxin oder ein funktionsfahiges 
Derivat oder Bruchstuck davon exprimiert. 

27. Transgener Mikroorganismus enthaitend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren. wobei besagte 
DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruch- 

35 stQck davon kodiert. 

28. Transgener Mikroorganismus gemass Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet. dass besagte DNA- 
Sequenz erhaltlich ist aus Arthropoden. 

29. Transgener Mikroorganismus gemass Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA- 
Sequenz erhaltlich ist aus Vertretern der Klassen Arachnida (Spinnentiere) oder Chitopoda - 

40 (Hundertfussler). 

30. Transgener Mikroorganismus gemass Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA- 
Sequenz erhaltlich ist aus Vertretern der Ordnung Scorpiones. 

31. Transgener Mikroorganismus gemass Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA- 
Sequenz erhaltlich ist aus Vertretern der Gattung Scoiopendra. 

45 32. Transgener Mikroorganismus gemass einem der Anspruche 27 bis 31, dadurch gekennzeichnet, 
dass besagte DNA-Sequenz stabil in das Genom integriert ist. 

33. Transgener Mikroorganismus gemass Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA- 
Sequenz in exprimierbarer Form vorliegt. 

34. Transgener Mikroorganismus gemass Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet. dass er das von 
so besagter DNA-Sequenz kodierte Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder Bruckstuck davon exprimiert. 

35. Antikorper gegen selektiv auf Insekten wirkende Toxine oder funktionsfahige Derivate oder Bruch- 
stucke davon erhaltlich aus Vertretern der Ordnung Scorpiones Oder der Gattung Scoiopendra. 

36. Insektizides Mittel enthaitend als Wirksubstanz ein aus Tieren erhaltliches. selektiv gegen Insekten 
wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat Oder Bruchstuck davon. 

55 37. Insektizides Mittel nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet. dass es sich bei dem Toxin urn ein 
rekombinantes Toxin handelt. 

38. Verfahren zur Bekampfung von phytopathogenen Insekten. dadurch gekennzeichnet, dass man auf 
das Insekt oder dessen Lebensraum einen Mikroorganismus gemass einem der Anspruche 27 bis 34 oder 
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ein Mittel gemass einem der Anspruche 36 oder 37 in einer insektizid wirksamen Menge appliziert. 

39. Verfahren zum Schutz von Kulturpflanzen vor Schaden durch phytopathogene Insekten, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die Kulturpflanze mit einer rekombinanten DNA nach Anspruch 2 transform iert, 
und dass weiterhin das besagte gegen Insekten wirkende Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder 
Bruchstuck davon in einer insektizid wirksamen Menge in der Pflanz exprimiert wird. 



44 



EP 0 374 753 A2 



Smal 



Sail 




(Sail) 



Sail 
Smal 

, POLYMERASE 



Smal 




In 903 



tomHI BamHI 




jBamHI 

I POLYMERASE 
(BamHI ) (BamHI) 



VERKNUPFEN 



(Sall/BamHI) (Smal/BamHI ) 
FUSION \0&Z*J FUSION 



EcoRI 




pRK252/Tn 
BglH-A 903/BglII 



^>icoRI 

Polymerase 

XtglH LINKER; VERKNUPFEN 



EP 0 374 753 A2 




fEcoRI 
t $} NUKLEASE 




EP 0 374 753 A2 



CHIMARES 




EP 0 374 753 A2 




EP 0 374 753 A2 




EP 0 374 753 A2 




EP 0 374 753 A2 



CD CD CD 



z z 

Q W 

Q Q 

Q_ CL 

— I _J 

CD CD 

UJ DO 

W Si 



z 



Q_ 



UJ 



z 

o 

>- 
5*: 



<u 



o 

GO 



CO 



D 

.c: 




CD 
hi 
Z 
CD 



Q) O 

q: 

QQ 0 

Q 

"° £! 

« t; 

.EE jr 
cr 



12 2 

u o 

CO CO 

u u 

CD CD 

Q Q 

q: cc 

t-H 1-4 



5tf 
5 

z 

>- 
z 

< 

I— I 

1 

> 



Pi 



.... £ CL 

cr £~ .c 

cr cr 

_J CD _J 



CO 



O 

6 



a> 
•a 

a> 



u 

^ CD 

OL > 

Q U 

> * 

y u 

£J 00 

O it: 

O Z 

t-H 

z u 

u * 
> 

LJ i/) 



CD 
Q. 

id 

a: 

Q- 



u u 
u u 



< 
z 



<j < 



(- 0. Q. 

you 
£ g |3 

S | S 



a. 

UJ 

>- 

UJ 
CD 

Q) CO 



U O 6 

g s ^ 

CO CO CO 

g 12 j2 

u u u 

to to CO 

> > > 



a, £ P 

toy 

CL QL CL 

E E E 



Q. 

E 



to CO to CO 



EP 0 374 753 A2 




EP 0 374 753 A2 



SEQUENZ 1c 

Synthetisierte Fragmente 



A 

I 


rATr/^ a A AT A ATr A A A A A A A Af^f^n 

GAT C C A AATAAT G AA A AAAA ALbo 


2 


CTACGCTGTTG A CTC TTCTG 


o 




A 


^ N ~TV , "rV" v T A A^TAf'TrTA A A A 

CTGTCTAACTACTGLAALAA 


c 
D 


CCAGTGCACTAAAGT I CAI 1 


D 


ALGL 1 o AL AAAGGL. 1 AU 1 bL 


/ 


I GCL 1 GLTGTL 1 I GL IAL, IG 


8 


OTT/^^ /^^/^T/^ A A A/"*/"* A A 

CTTCG GCCTGA ACG AC G AC A 


9 


AAAAAGTTCTGGAAATCTCT 


10 


GACACTCGTAAATCTTACTG 


11 


CGACACTACTATCAACTAATAG 


12 


CGTAGCCGTTTTTTTTCATTATTTG 


13 


TTTGCCAGAAGAGTCAACAG 


14 


GALAGGAGGLAI ILLboAbL 






ID 


AbLblAAIbAALI 1 IAOIOv^ 


17 


AGGCAGCAGTAGCCTTTGTC 


18 


CGAAGCAGTAGCAAGACAGC 


19 


TT T TTTGTC GTCGT TCAGGC 


20 


GT G TCAGAG ATTT CC AGAAC 


21 


TG T CGCAGT A AG AT TTACG A 


22 


GATCCTA TT AGTTG ATAGT AG 
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